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Chagasova bolezen, ki jo povzroča protozojski parazit Trypanosoma cruzi, predstavlja veliko 
breme javnega zdravja v Latinski Ameriki in potencialno grožnjo državam po vsem svetu. 
Okužba, ki se na človeka prenese preko okužene stenice, se v najhujši tj. kronični obliki 
največkrat manifestira kot motnje srčnega ritma ter pojav nenadne srčne odpovedi. Kljub 
dejstvu, da je bila bolezen prvič odkrita že pred več kot sto leti, sta danes za njeno zdravljenje 
na voljo le dve registrirani zdravili – benznidazol (BNZ) in nifurtimoks (NF), pri čemer velja 
BNZ za zdravilo prvega izbora. Gre za nitroimidazolni antiparazitik, ki poleg tega, da pri 
zdravljenju ne daje zadovoljivih rezultatov, izkazuje tudi številne neželene učinke. 
Zdravljenje Chagasove bolezni torej več kot očitno predstavlja velik terapevtski izziv, ki so se 
ga z namenom odkritja učinkovitejših zdravil lotili tako z iskanjem novih tarč, kot tudi z 
raznimi modifikacijami že registriranih učinkovin. V Braziliji, kjer je bolezen najbolj 
razširjena, so sintetizirali potencialno učinkovino BZFS. Glede na to, da mehanizem 
delovanja tako BNZ-ja kot BZFS-ja ni popolnoma pojasnjen in njuno delovanje na lipidne 
dvosloje in biološke membrane še ni bilo ovrednoteno, smo se v magistrski nalogi lotili 
raziskovanja sledenjega. Na podlagi poskusov in postavljenega teoretičnega modela smo 
želeli raziskati potek vgrajevanja omenjenih učinkovin v fosfolipidni dvosloj, poleg tega pa 
smo želeli preveriti, ali ima katera od njiju porotvorni učinek na membrane. Pri tem smo 
uporabili modelne membrane fosfolipidnih mehurčkov celičnih velikosti, ki smo jih pripravili 
z modificirano metodo po Angelovi. Njihovo osnovo je predstavljal 1-palmitoil-2-oleoil-sn-
glicero-3-fosfatidilholin (POPC), ki smo mu dodali ergosterol oz. holesterol. Izbrane 
mehurčke smo prenesli iz založnega v merilni predelek merilne celice, ki je vseboval 
raztopine ene ali druge učinkovine v koncentracijskem razponu 1,5 – 300 µM. S pomočjo 
fazno-kontrastnega mikroskopa smo vse spremembe na mehurčkih podrobno opazovali in jih 
posneli z videokamero. Izmerjene spremembe smo opisali s končnimi efektivnimi fazami (I-
XII) in jih kvantificirali na podlagi postavljenega teoretičnega modela. Pri tem smo ugotovili, 
da se tako BNZ kot tudi BZFS v membrane vgrajujeta po opisanem teoretičnem modelu, 
nobena od njiju pa ne izkazuje porotvornega delovanja. Z višanjem koncentracij učinki na 
membrane naraščajo, pri tem pa se spremembe dogajajo tudi hitreje. Za BNZ lahko 
zaključimo, da se pri enakih koncentracijh bolje vgrajuje v membrane z ergosterolom kot v 
tiste s holesterolom, medtem ko je obseg vgrajevanja BZFS-ja v membrane z ergosterolom in 
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holesterolom skoraj enak. Pri istih koncentracijah izkazuje BNZ na ergosterolne membrane 
dvakrat večji učinek kot BZFS.  
Ključne besede: tripanocidne učinkovine, Trypanosoma cruzi, Chagasova bolezen, 





Chagas disease, caused by the Trypanosoma cruzi parasite represents a major burden of 
public health in Latin America and a potential threat to other countries around the world. The 
infection is transmitted to a person via an infected triatomine bug and is in the worst, chronic 
form often manifested as hearth rhythm disorders and the onset of sudden cardiac failure. 
Despite the fact that disease was first discovered more than a century ago, only two registered 
medicines – benznidazole (BNZ) and nifurtimox (NF) – are available for the treatment today, 
where BNZ is known as the first choice medication. As nitroimidazole antiparasitic agent, it 
does not only give unsatisfactory results but also has numerous side effects. Treatment of 
Chagas disease is more than obviously a major therapeutical challenge. With the aim of 
discovering more effective medicines, scientists started searching for new targets as well as 
various modifications of already registered substances. In Brasil, where Chagas disease is 
most widespread, the potential active substance BZFS has been synthesized. Considering that 
the mechanism of action of both BNZ and BZFS is not fully explained and their effect on 
lipid bilayers and biological membranes has not been yet evaluated, the research of the latter 
was undertaken in this master's thesis. Based on the experiments and the set theoretical model, 
we wanted to study the course of incorporation of these substances into the phospholipid 
double layer, and in addition, we wanted to check whether any of them acts as a pore forming 
agent. For our research giant unillamelar vesicles were used. They represente a mimetic 
model membrane, which was prepared with using the modified method by Angelova. As basis 
their structure contained 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilholine (POPC) with added 
ergosterol or cholesterol. The selected vesicles were transferred from the stock solution 
compartment to the measuring cell compartment, containing solutions of BNZ or BZFS in a 
concentration range of 1,5 – 300 µM. Using a phase-contrast microscope, all changes in the 
vesicles were closely monitored and recorded with a videocamera. The measured changes 
were described as the final effective phases (I-XII) and quantified on the basis of the set 
theoretical model. Based on results we can conclude that both BNZ and BZFS interact with 
membrane billayer according to the described theoretical model, and none of them shows 
potentionally pore forming behaviour. With increasing concentrations, the effects on 
membranes are bigger and are also happening faster. For BNZ it can be concluded that, at the 
same concentrations it shows bigger incorporation into ergosterol membranes in comparison 
with those, containing cholesterol. On the other hand BZFS incorporates into the ergosterol 
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and cholesterol membranes almost in the same way. At the same concentrations, BNZ is 
shown to have a twice higher effect on ergosterol membranes than BZFS. 
Key words: trypanocidal substances, Trypanosoma cruzi, Chagas disease, phospholipid 






ADE              model sprememb elastičnosti membrane (angl. area difference elasticity model) 
AFM             mikroskop na atomsko silo (angl. atomic force microscopy) 
AMA             amastigot 
BNZ               benznidazol (N-benzil-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)acetamid)      
BZFS             6-((metil)benzo[c](2-karbamoilhidrazon)-1-N-oksid-1,2,5-oksadiazol 
CB                 Chagasova bolezen 
CVC              kritična koncentracija za tvorbo mehurčkov (angl. critical vesicle concentration) 
CYP51           citokrom P51 
DMSO           dimetil sulfoksid 
DNA              deoksiribonukleinska kislina 
DPPC            di-1,2-palmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilholin 
EKG              elektrokardiogram 
EPM              epimastigot 
GUV              enoplastni mehurčki celičnih velikosti (angl. giant unilamellar vesicles) 
IC50                polovična maksimalna zaviralna koncentracija 
LD50               srednji smrtni odmerek 
LDL               lipoprotein z nizko gostoto (angl. low density lipoprotein) 
log-P               logaritmska vrednost porazdelitvenega koeficienta 
LUV               veliki enoplastni mehurčki (angl. large unilamellar vesicles) 
NF                  nifurtimoks (N-(3-metil-1,1-dioksid-4-tiomorfolinil)-1-(5-nitro-2-furil)metanimin) 
PEG               polietilenglikol 
POPC            1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfatidilholin 
ROS                reaktivne kisikove zvrsti 
SD                   standardni odklon (angl. standard deviation) 
SUV                majhni enoplastni mehurčki (angl. small unilamellar vesicles) 
TPC                Trypanosoma cruzi  
TPM               tripomastigot 




1.1 Celična membrana 
Celice so osnovne gradbene in funkcionalne enote vseh živih organizmov. Čeprav je 
kompleksnost njihove zgradbe različna, so v osnovi vse sestavljene iz celičnega jedra, 
citoplazme in celične membrane. Celična membrana (plazmalema) je molekulska struktura iz 
lipidov, proteinov in ogljikovih hidratov, razmerje sestavin pa je odvisno od njenega izvora. 
Vsaka vrsta celic in organelov ima značilno sestavo membrane, in sicer se razmerje med lipidi 
in proteini giblje od 80:20 do 20:80, ogljikovih hidratov, ki niso prosti, ampak so kovalentno 
vezani na lipide, pa je običajno manj kot 5% [1]. Biološka vloga celične membrane ni samo 
ločevanje notranjosti celice od okolice, ampak ima ta še druge naloge, ki so bistvene za 
preživetje celice. Membranske strukture uravnavajo selektivni pretok molekul in ionov med 
notranjostjo in zunanjostjo celice, omogočajo prenos kemijskih signalov in se tako 
sporazumevajo s svojo okolico, poleg tega pa je ena glavnih nalog membrane vzdrževanje 
membranskega potenciala [1-3]. 
1.1.1 Fosfolipidni dvosloj in model tekočega mozaika 
Osnovno strukturno ogrodje membran predstavlja dvojna plast lipidov, imenovana 
fosfolipidni dvosloj. Fosfolipidne molekule so po strukturi podobne trigliceridom, le da sta v 
tem primeru dve hidroskilni skupini glicerola zaestreni z maščobnima kislinama, tretja pa je 
zaestrena s fosforjevo (V) kislino. Na fosfatno skupino je s še eno estrsko vezjo vezan 
alkohol, ki je običajno aminoalkohol [1,3]. Pri nevtralnem pH ima fosfatni del negativen 
naboj, aminoalkoholni del pa pozitivnega. Ta del molekule imenujemo glava in je polaren, 
verigi maščobnih kislin pa predstavljata repa oz. njen hidrofobni del. Strukturna značilnost 
membranskih lipidov je amfifilnost, ki jim omogoča, da se v vodnem okolju spontano 
združijo v stabilno dvoslojno razporeditev. Strukturo takšnega lipidnega dvosloja omogočajo 
nekovalentne hidrofobne interakcije, ki se vzpostavijo med molekulami. In sicer se hidrofilni 
del orientira proti površini membrane, hidrofobni del pa v njeno notranjost, stran od vode. 
Energijsko najugodneje je, če je v stiku z vodno raztopino čim večji delež polarnega dela 
molekule ob hkratnem čim manjšem delu nepolarnega dela. Kadar je plast dovolj velika, je 
tako zanjo energijsko najugodneje, da se v vodni raztopini spontano upogne in zaključi sama 
vase. Na ta način nastane vezikel ali fosfolipidni mehurček [1,4,5]. 
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Membrana je pogosto opisana kot model ˝tekočega mozaika˝, sestavljenega iz 
dvodimenzionalne tekočine lipidov z  vključenimi integralnimi in perifernimi proteini. S tem 
modelom lahko pojasnimo dinamične lastnosti membrane, kot sta njena prepustnost in 
fluidnost. Prepustnost je nadzorovana z različnimi transportnimi sistemi. Skozi lipidni dvosloj 
s pomočjo pasivne difuzije in filtracije brez težav vstopajo molekule vode in nepolarne 
molekule, medtem ko je prehajanje za polarne molekule (npr. glukozo) in ione veliko težje. 
Kadar morajo membrano preiti večje polarne molekule, kot so aminokisline in saharidi, je 
neposreden prehod zelo omejen, zato mora celica vsebovati posebne membranske strukture - 
kanalčke, prenašalce in črpalke [1,3-5]. Značilna lastnost, ki poleg prepustnosti vpliva na 
delovanje bioloških membran, je fluidnost, ki pomeni prosto gibanje membranskih molekul v 
termodinamsko in kinetično najbolj ugodni smeri. Na fluidnost celične membrane vpliva 
predvsem njena zgradba. Poleg dolžine alkilnih verig, števila dvojnih vezi in vpliva 
transmembranskih proteinov, ima na fluidnost največji vpliv vsebnost holesterola. Močan 
vpliv na fluidnost membrane ima kot najpomembnejši fizikalni dejavnik tudi temperatura. Pri 
višjih temperaturah imajo fosfolipidne molekule več kinetične energije, zato so bolj gibljive, 
membrana pa je bolj fluidna. Nasprotno pa z zniževanjem temperature kinetična energija 
molekul upade, kar poveča membransko rigidnost [1,4,6].  
1.1.2. Membranski lipidi in steroli 
Lipidi spadajo med najpomembnejše organske molekule in so zaradi pestrosti struktur nosilci 
različnih bioloških funkcij. Nepolarni lipidi (trigliceridi oz. maščobe) so najbolj poznani  
zaradi svoje vloge v energijskem metabolizmu, polarni lipidi pa po drugi strani predstavljajo 
pomembne gradnike bioloških membran. Od teh prevladujejo fosfolipidi, ki so po zgradbi še 
najbolj podobni trigliceridom. Sfingolipidi kot druga skupina  polarnih membranskih lipidov 
pa namesto osnovne molekule glicerola vsebujejo sfingozin z aminsko in hidroksilno 
funkcionalno skupino. Ti lipidi so pomembne komponente lipidnih raftov, tj. posebnih 
mikrodomen celične membrane [7]. Ključna komponenta celične membrane je poleg 
fosfolipidov in sfingolipidov tudi skupina sterolov, ki vsebujejo značilen sistem štirih 
kondenziranih obročev, med seboj pa se razlikujejo po položaju dvojnih vezi in po stranski 
verigi. Kemijsko najbolj reaktiven del sterolov predstavlja hidroksilna skupina, vendar je v 
fizioloških razmerah običajno zaestrena z maščobno kislino [1,8,9]. Prisotnost sterolov v 
membranah naj bi imela vpliv na mnoge celične funkcije, kot so adhezija celic v zunajcelični 
matriks in agregacija trombocitov, prav tako naj bi vplivala na delovanje nekaterih 
membranskih beljakovin [8,9]. Poleg tega pa so dokazali, da je njihova prisotnost povezana 
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tudi z delovanjem porotvornih snovi, na osnovi česar lahko zaklučimo, da je funkcija sterolov 
tesno povezana tudi z mehanizmom delovanja nekaterih učinkovin [8-12].  
1.1.3 Holesterolna in ergosterolna membrana 
Holesterol je toga sterolna molekula, ki je poleg trigliceridov bistvena sestavina celičnih 
membran sesalcev. Največ ga je v plazmalemi, nahaja pa se tudi v drugih membranah, a v 
precej nižjih koncentracijah. Njegova kemijska struktura je osnovana na treh šestčlenskih in 
enem petčlenskem obroču, ki skupaj tvorijo steroidni skelet, na straneh pa sta vezani še 
alkilna stranska veriga in hidroksilna skupina (Slika 1). Medtem ko je holesterol z –OH 
skupino vezan v območju polarnih glav fosfolipidov, je njegov rigidni skelet usmerjen v 
notranjost dvosloja, kjer povzroča imobilizcijo področja nepolarnih repov [4,13]. S svojim 
vpletanjem v sestavo fosfolipidnega dvosloja znatno vpliva na membransko gibljivost. Kadar 
je v membrani prisoten v majhnem deležu, povzroči tekoče neurejeno stanje, t.i. sol stanje. Z 
večanjem njegovega deleža pa membrana postaja vse bolj rigidna, viskozna in doseže tekoče 
urejeno oz. gel stanje. Visoka vsebnost holesterola torej zmanjša membransko fluidnost in 
poveča njeno stabilnost [4,13,14].   
Ergosterol ima tako kot holesterol pomembno vlogo pri sestavi celične membrane, le da se 
nahaja v membranah gliv in nekaterih praživali. Po strukturi je ergosterol precej podoben 
holesterolu, od njega se razlikuje le v dodatni dvojni vezi v enem izmed obročev steroidnega 
skeleta, ter dvojni vezi in dodatni metilni skupini na stranski alkilni verigi (Slika 1). Zaradi 
podobne zgradbe je ergosterol pogosto obravnavan kot ekvivalent holesterola, zato 
predpostavljajo, da imata tudi podobne biološke funkcije. Ergosterolne molekule se na 
podoben način kot holesterolne vključujejo v sestavo fosfolipidnega dvosloja ter imajo tako 





Slika 1: Strukturni formuli holesterola (levo) in ergosterola (desno). Z rumeno so označene 
razlike, ki ločijo holesterol od ergosterola. 
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1.2 Fosfolipidni mehurčki kot modelni membranski sistemi 
Zapletena zgradba bioloških membran in prisotnost aktivnih celičnih mehanizmov sta 
poglavitna razloga, da so za opazovanje in proučevanje vloge fosfolipidnega dvosloja razvili 
številne modelne sisteme, ki na poenostavljen način oponašajo fosfolipidno strukturo in se 
omenjenim mehanizmom izognejo [16-18]. Preprost modelni sistem predstavljajo fosfolipidni 
mehurčki, ki so zaradi svoje enostavnosti dober modelni sistem za študij oblik, lastnosti in 
morfoloških sprememb lipidnih dvoslojev [18]. Sestavljajo jih različni fosfolipidi, ki se pod 
vplivom hidrofobnih interakcij pri določeni koncentraciji (CVC) začnejo združevati bodisi v 
micele ali lipidne dvosloje. Katera od oblik se bo oblikovala, je odvisno od zgradbe in 
postavitve same fosfolipidne molekule [8]. V naših eksperimentih smo uporabljali POPC oz. 
1-palmitil-2-oleil-fosfatidilholin, ki je po svoji obliki najbolj podoben valju. Energijsko 
najugodneje za POPC je, da se nastali lipidni dvosloj zaključi sam vase in tako nastane 
mehurček, ki ga nato skupaj močno držijo hidrofobne interakcije. Nastali mehurček, katerega 
notranjost je ločena od okolne raztopine s tanko upogljivo membrano, je dobro prepusten za 
vodo, slabo pa za ione. Na podlagi tega in predpostavke, da ostaja koncentracija zunanje 
raztopine konstantna, lahko sklepamo, da se volumen takega mehurčka ne spreminja [8,9]. 
Kot makroskopske strukture, mehurčke glede na število fosfolipidnih dvoslojev delimo na 
unilamelarne, ki jih sestavlja en dvosloj in multilamelarne, sestavljene iz večih dvoslojev. 
Zaradi enostavnosti za analizo, se v večini primerov kot orodje biofizikalnih raziskav 
uporabljajo unilamelarni mehurčki. V literaturi uvrščajo fosfolipidne mehurčke glede na 
njihovo velikost v tri razrede. Majhni (SUV) merijo v polmeru manj kot 100 nm, veliki 
(LUV) imajo radij v razponu 100-1000 nm, v razred s polmerom od 1 do 100 μm pa sodijo 
orjaški mehurčki (GUV), ki jim pravimo tudi mehurčki celičnih velikosti [9,17,18]. Slednje 
smo opazovali v naših raziskavah, in sicer so bili njihovi polmeri reda velikosti 40-60 μm.  
1.2.1 Elastična energija fosfolipidnih mehurčkov 
Oblika modelnih mehurčkov je v splošnem odvisna od elastičnih lastnosi membrane, ki 
vplivajo na elastično energijo (Wel) membrane. To po modelu ADE lahko zapišemo kot 
seštevek razteznostne (WA) ter lokalne (Wb) in nelokalne (Wr) upogibnostne energije. V 
enačbi 1 kA predstavlja razteznostno elastično konstanto membrane, kc lokalno upogibnostno 
in kr nelokalno upogibnostno konstanto. C1 in C2 sta glavni ukrivljenosti membrane, C0 pa 
njena spontana ukrivljenost. Površino membrane označimo z A, pri čemer je njena 
ravnovesna površina enaka A0. Razdaljo med nevtralnima ravninama obeh monoslojev 
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zapišemo s h, razliko njunih spontanih, nenapetih površin z ΔA0, z ΔA pa označimo razliko v 
površini obeh monoslojev pri določeni obliki [8-10,19,20]. 

























      (1) 
V skladu z ADE modelom sta spontana ukrivljenost (C0) in razlika v površini med zunanjim 
in notranjim membranskim monoslojem (ΔA0) ključna parametra, ki določata raznolikost 
možnih oblik lipidnih veziklov. Te oblike, med njimi tudi različni zunanji in notranji izrastki, 
so bile dokazane z eksperimentalnimi ugotovitvami in so v skladu z napovedmi omenjenega 
modela [8-10,19].   
1.2.2 Teoretični model vgrajevanja tripanocidnih učinkovin v membrane 
Študije na GUV so do sedaj že pokazale nekaj izrazito značilnih vzorcev vedenja mehurčkov, 
predvsem pri poskusih z nistatinom. Zato se zdi smiselno ta pristop uporabiti tudi v 
raziskovanju interakcij tripanocidnih učinkovin s fosfolipidno membrano. Na podlagi 
omenjenih dognanj in poznavanja ADE modela je bil razvit teoretični model, ki opisuje 
različne značilne vzorce transformacije oblik mehurčka, ki so posledica vgrajevanja 
tripanocidnih učinkovin v njegovo membrano [21].  
Premiki lipidnih in tripanocidnih molekul iz enega v drug monosloj so opisani kot transslojni 
in jih preučujemo v prvem redu aproksimacij [22]. Število lipidnih molekul, ki se gibljejo iz 
sloja v sloj v časovni enoti je proporcionalno številu molekul v prvem monosloju in konstanti, 
ki definira verjetnost prehoda iz enega v drug monosloj. Kadar sta ravnovesni števili lipidnih 
molekul v zunanjem in notranjem monosloju enaki, pomeni, da sta v ravnovesju in mehurček 
ne spreminja oblike. Po vgradnji tripancidnih molekul v membrano pa se razlika med 
lateralnima napetostma monoslojev spremeni in to ima za posledico premik lipidov. Ker 
tripanocidne molekule prav tako vplivajo na ravnovesno površinsko razliko monoslojev, 
moramo v račun vzeti tudi njihovo gibanje. Poleg njihovega transslojnega premikanja, ki je 
podobno kot pri lipidih, moramo upoštevati še premika iz zunanje raztopine v zunanji 
monosloj in obratno, premike tripanocidnih molekul med notranjim monoslojem in raztopino 
znotraj mehurčka ter formacijo dimerov in njihov razpad v monoslojih. Ti premiki so 
proporcionalni njihovi koncentraciji v pripadajoči raztopini ali številu molekul v posameznem 
monosloju, razliki med lateralnima napetostma monoslojev ter ustreznih konstant, ki 
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definirajo verjetnost posameznim premikov. Celokupen opis gibanja lipidnih in tripanocidnih 
molekul je opisan s kompleksnim sistemom fizikalnih enačb, ki pa presegajo okvire te naloge 






Slika 2: Shema transslojnega gibanja lipidnih in tripanocidnih molekul.  
1.2.3 Napovedi modela 
Razporeditev tripanocidnih molekul, njihovih agregatov in lipidnih molekul se  spremeni  v 
obeh monoslojih po interakciji tripanocidnih učinkovin z mehurčkom. Porazdelitev učinkovin 
vpliva na razliko ravnovesnih površin med obema monoslojema (ΔA0)  in v skladu s tem na 
razliko med lateralnima napetostma med slojema. To sproži premik molekul, prek tega pa 
lahko določimo njihovo razporeditev in spremembo oblike mehurčka. Začetni hitri vgradnji 
tripancidnih molekul v zunanjo membrano, ki je razvidna s hitrim povečanjem števila molekul 
učinkovine v zunanjem sloju, sledi transmembranski premik molekul, pri čemer je predvideno 
zakasnjeno, počasnejše povečanje števila tripanocidih molekul v notranjem monosloju. 
Predviden je tudi  hiter premik lipidnih molekul iz zunanjega v notranji monosloj, kar vidimo 
kot povečanje števila lipidnih molekul v notranjem monosloju in zmanjšanju njihovega števila 
v zunanjem monosloju [21].  
Oblike mehurčkov, ki ustrezajo različnim ΔA0, so prikazane na sliki 3. Od tu lahko 
razberemo, da so zunanji izrastki značilni za pozitivne vrednosti ΔA0 in notranji izrastki za 
negativne vrednosti ΔA0. Ta dogajanja so posledica medsebojnega nasprotovanja lokalne in 
nelokalne upogibnostne energije. Prva namreč zavira nastajanje izrastkov, druga pa njihov 
nastanek spodbuja. Napoved modela v splošnem predvideva, da se tripanocidna učinkovina 
najprej vgradi v zunanji monosloj mehurčka, s čimer se poveča ravnovesna površina zunanje 
plasti, hkrati pa se spremeni tudi spontana ukrivljenost membrane. Sama interakcija je 
7 
 
elektrostatska, z njeno pomočjo se molekula prisloni ob zunanji monosloj membrane in na 
nek način vrine med glave lipidov. V tem času ravnovesna površina zunanjega monosloja 
vedno bolj narašča ob hkratni konstantni površini notranjega monosloja. ΔA0 je tu pozitivna 
in z njenim naraščanjem lahko opazimo povečanje števila izrastkov na zunaji strani mehurčka. 
Ko začnejo molekule tripanocidne učinkovine prehajati iz zunanjega v notranji monosloj, se 
prične (pozitivna) ΔA0 zmanjševati. Takrat se izrastki na zunanjosti mehurčka zmanjšujejo. 
Ko postane vrednost ΔA0 enaka 0, model napoveduje valovanje mehurčka oz. njegovo 
nihanje, kar je posledica povečanja površine membrane GUV ob enakem volumnu. Pri še 
višjih koncentracijah učinkovin se vedno več molekul vgrajuje v notranji monosloj 
membrane, posledično se notranja ravnovesna površina v primerjavi z zunanjo poveča, 
vrednost ΔA0 postane negativna in pojavijo se izrastki znotraj mehurčka. Sledi občutno 
počasnejši povratek ΔA0 proti vrednosti 0, kar opazimo kot zmanjševanje števila izrastkov 
znotraj mehurčka. Ko ΔA0 doseže vrednost 0, mehurček ponovno močno niha oz. valovi. Na 
spreminjanje površin zunanjega in notranjega monosolja, in s tem na ΔA0 ima tudi 
združevanje molekul tripanocidnih učinkovin v dimere in oligomere [21].  
Za pomoč pri razumevanju procesa vgrajevanja tripanocidnih učinkovin v membrane smo 
postavili omenjeni model, kljub temu pa smo bili pozorni na morebitno porotvorno obnašanje 
učinkovin. Le-to bi pripeljalo do vertikalne orientacije učinkovin v dvosloj in do nastanka por. 
Tako bi dobili bledenje mehurčka in poke, ne pa večje površine notranjega dvosloja in pojava 










1.3 Delovanje učinkovin na membrane 
Razumevanje mehanizma interakcij učinkovin s celičnimi membranami na molekularnem 
nivoju je zaradi svoje dinamične narave pogosto težko razumljivo. Že dolgo je znano, da 
največji delež učinkovin, ki se vpletajo v delovanje membrane, svoj učinek odražajo z vezavo 
na proteinske receptorje in kanale, le malo pa jih ima vpliv na delovanje njenega lipidnega 
dela. Ravno ta neposredni učinek na membranske lipide in sterole ostaja v večini primerov še 
neraziskan, raziskovalcem pa so v pomoč pri odkrivanju osnov takšnih interakcij modelne 
membrane, ki posnemajo zgradbo bioloških membranah [18,23]. Pri samih interakcijah imajo 
pomembno vlogo velikost, oblika, gostota naboja in kemijska sestava molekul, ki v interakcije 
vstopajo. Pojav lahko opišemo kot nespecifične interakcije med naboji delcev molekule in 
dipolom membrane, pri čemer so najbolj ključne hidrofobna, elektrostatska, koordinacijska ter 
Van der Waalsova interakcija [24]. Ti medsebojni vplivi se na makroskopskem nivoju 
odražajo s spremembo fizikalnih in termodinamskih lastnosti bioloških membran, kar pomeni, 
da lahko pride do spremembe njene prepustnosti, debeline in površine, celične fuzije in 
sprememb v konformaciji vgrajenih receptorskih proteinov. Obratno pa lahko same 
membrane s specifičnimi interakcijami delujejo na molekule zdravilnih učinkovin, tako da 
povzročijo njihovo raztapljanje s spremembami v konformaciji ali pa njihovo prekomerno 
kumuliranje v membranah [25].  
Do sedaj zbrani dokazi, na katere se lako naslonimo pri načrtovanju raziskav, so primeri 
učinkovin, ki s svojim delovanjem spreminjajo bodisi holesterolno bodisi ergosterolno 
membransko strukturo. Tako se je npr. pri anestetikih poleg potrjenega mehanizma delovanja 
na ionske kanalčke uveljavila ti. lipidna teorija, ki predpostavlja lipidotopnost anestetikov v 
plazemskih membranah in posledično motnjo njihovega delovanja [26,27]. Podobni so 
izsledki raziskav zaviralca imunske odzivnosti, ciklosporina, kjer so ugotovili, da ima ta velik 
vpliv na lateralno organizacijo lipidnega dela holesterolne membrane [28,29]. Danes je 
proučevanje v največji meri usmerjeno v razumevanje mehanizmov delovanja 
protibakterijskih in protitumornih učinkovin [26,30].  
V okviru proučevanja mehanizmov selektivnega delovanja antimikotičnih učinkovin na 
najbolj zastopan membranski sterol pri glivah in nekaterih praživalih, ergosterol, so ugotovili 
njihovo interakcijo z membranami [8,9,31]. Osrednji skupini omenjenih učinkovin so azolni 
in polienski antimikotiki. Končni rezultat delovanja obeh je povečana prepustnost za ione in 
majhne molekule, kar privede do celične lize [32]. Medtem ko imidazoli in triazoli spremenijo 
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prepustnost in obstojnost glivne membranske opne z zaviranjem pretvorbe lanosterola v 
ergosterol, pa polienski antimikotiki, ki sicer spadajo v skupino makrolidov, povzročajo 
nastanek membranskih por. Mehanizem tvorbe membranskih por na primeru polienskega 
antimikotika nistatina raziskujejo tudi na Inštitutu za biofiziko [8-10,31,33]. Podobno kot pri 
tvorbi polipeptidnih por v membrani, ločimo tudi pri nastajanju nistatinskih por dve fazi: i) 
vgrajevanje poliena v zunanji monosloj membrane v horizontalni ravnini, ki ji sledi ii) 
vertikalna postavitev nistatinskih molekul, njihova agregacija in tvorba por. S pregledom 
sprememb na GUV ob prisotnosti nistatina so sklepali, da se pri nižjih koncentracijah dogaja 
samo vgrajevanje poliena v zunanji monosloj membrane brez prisotnega porotvornega 
delovanja. To ima za posledico povečanje površine zunanjega monosloja, ki ji sledi 
sprememba oblike mehurčkov. To so z eksperimenti tudi potrdili, pri koncentracijah nistatina 
do 200 µM je namreč v membranah GUV brez dodanih sterolov nastopilo območje s 
spremembami oblik mehurčkov, z značilnimi kroglastimi in nitastimi izrastki (t.i. tetri) na 
zunanji strani membrane [10,31]. Pri koncentracijah nistatina od 200 µM do 400 µM pa je 
bilo že možno opaziti bledenje mehurčkov s pojavom napetostnih por, kar nakazuje na 
vertikalno orientacijo nistatinskih molekul in njihovo pospešeno vgrajevanje v notranji 
monosloj membrane. Pri najvišjih koncentracijah (nad 400 µM) so naleteli na območje pokov 
mehurčkov, ki so bili vidni kot počasni ali hitri poki. Ti so nastali kot posledica tvorbe 
membranske pore, ki je povzročila selektivni prehod molekul glukoze iz zunanje raztopine v 
notranjost mehurčka. To je privedlo do kritične napetosti v membrani, osmotskega pojava, 
vidnega kot polnjenje mehurčka in nenazadnje do njegovega poka [8,9,31]. Koncentracijsko 
področje pojavov je ostalo podobno v membranah GUV z dodanim holesterolom, pri tistih z 
dodatkom ergosterola pa so bili enaki pojavi opaženi pri znatno nižjih koncentracijah nistatina 
[8-10]. Z rezultati so potrdili napoved modela o vgrajevanju porotvornih učinkovin v 
membrane in nastanku por, ki pravi, da se molekule snovi na podlagi elektrostatske interakcije 
najprej prislonijo ob zunanji monosloj membrane, se nato horizontalno orientirajo in na nek 
način vrinejo med glave fosfolipidov. Posledica takšne postavitve je sprememba ravnovesne 
razlike med površinama obeh monoslojev, ki povzroči spremembo oblike same membrane. Z 
večanjem koncentracije polienov se njihove molekule začnejo organizirati v skupke, se 
orientirajo v vertikalno lego in s tem tvorijo transmembranske pore oz. kanalčke [8-10,31]. Pri 
našem delu smo se oprli na omenjene raziskave, pri tem smo z uporabo enake metode želeli 




1.4 Trypanosoma cruzi in Chagasova bolezen 
Trypanosoma cruzi (TPC) je predstavnik skupine bičkarjev, ki jo širše uvrščamo med 
praživali, najmanjše in najenostavnejše enocelične evkariontske mikroorganizme. Njeno telo 
mikroskopske velikosti sestavlja ena sama celica, ki se je sposobna samostojno prehranjevati 
in razmnoževati. Pri gibanju ji pomaga biček, ki je skoraj v celoti zrasel s celično membrano 
vzdolž parazita, tako da tvori ondulirajočo membrano [34-36]. TPC prevladuje na področju 
Srednje in Južne Amerike, kjer povzroča potencialno smrtno nevarno Chagasovo bolezen 
(CB). Gre za endemično obolenje, ki je bilo pred desetletji omejeno le na revnejše predele 
Latinske Amerike, danes pa se je predvsem zaradi globalizacije in migracije njen 
epidemiološki profil znatno spremenil. Čeprav podatki kažejo, da število okuženih še vedno 
prevladuje v Braziliji in Argentini, pa se je bolezen že razširila na območja Severne Amerike, 
Avstralije in Evrope, kjer število obolelih nikakor ni več zanemarljivo. V ne-endemičnih 
državah predstavljajo največji delež ravno migranti [37,38]. CB nastane po okužbi s TPC. Ta 
znotrajcelični parazit se na človeka v večini primerov prenese preko stenic iz poddružine 
triatominskih žuželk (Priloga 1). Stenice so vektorji, ki se prehranjujejo s krvjo sesalcev. Če 
se med krvnim obrokom okužijo, lahko okužbo prenesejo na naslednjo žrtev. Za okužbo so 
torej dovzetni številni sesalci, človek je le naključni gostitelj [38,39]. Okužba se največkrat 
prenese s fecesom in urinom okuženih stenic. Te namreč med hranjenjem na človeški koži 
odložijo izločke, ki se nato preko veznic, ranic na koži, ust ali oči vnesejo v telo. Poleg 
prenosa okužbe preko ugriza, transfuzije okužene krvi in s presaditvijo okuženih organov, se 
ta lahko prenaša tudi s kongenitalnim prenosom, z materinim mlekom in s kontaminirano 
hrano [38-40].  
Inkubacijska doba parazita je 7 do 15 dni, potem pa se razvijejo prvi vidni znaki okužbe. Ti so 
v zgodnjem akutnem stadiju zelo blagi in vključujejo pojav vročine, otečenih bezgavk, 
glavobola, abdominalnih bolečin in bolečin v mišicah. V hujših primerih lahko pride do 
povečanja jeter in vranice, miokarditisa in meningoencefalitisa. Bolj specifična znaka bolezni 
sta šagom, sinonim za rdečino na koži na mestu ugriza z otečenimi bezgavkami in Romana, ki 
se kaže kot oteklina okrog očesa, kjer je parazit vstopil v telo. Akutna faza traja 2 do 4 
mesece. Večina bolnikov v tej fazi ostane asimptomatskih ali pa imajo izražene le blage 
simptome bolezni [39-41]. Akutni fazi sledi latentna faza, za katero je značilna odsotnost 
kliničnih simptomov in organskih poškodb. Kljub temu, da so v tem obdobju bolniki povsem 
brez težav, ostanejo prenašalci bolezni. Pri nekaterih posameznikih lahko latentna faza traja 
do konca življenja, v 20-30% primerov pa se po nekaj desetletjih latence bolezen razvije v 
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kronično [40,41]. Pri kroničnih bolnikih je razvita klinična slika pogosto kritična. Bolezen 
napreduje do razvoja kardiomiopatije z motnjami srčnega ritma, motnjami prevajanja 
električnega signala in številnih srčnih sprememb, vidnih na EKG-ju [40-42]. Po oceni WHO, 
ki CB uvršča med zanemarjene tropske bolezni, je na svetu 8 milijonov okuženih oseb. Od teh 
jih 10 do 30 % trpi za posledicami kronične okužbe. Okužba s parazitom pa po ocenah vsako 
leto zahteva okrog 45000 smrtnih žrtev. Ker se bolezen hitro širi po vsem svetu, gre po 
mnenju mnogih za pretečo nevarnost in hipotetično breme ne le revnih, nerazvitih držav, 
ampak tudi modernega prebivalstva [34,39,40]. 
Za TPC je značilen zapleten življenjski krog, ki vključuje dva gostitelja (stenice in sesalske 
celice) in več različnih razvojnih faz zajedavca [34,37,39]. Stenice se med krvnim obrokom 
okužijo s tripomastigoti (TPM), prisotnimi v krvi sesalskega gostitelja (Priloga 2). Ti se 
naselijo v njen prebavni trakt, kjer se diferenciirajo v epimastigote (EPM). EPM so 
milimetrskih velikosti, vretenaste oblike in sposobni razmnoževanja s procesom binarne 
cepitve. Po 10 do 15 dneh se premaknejo v zadnji del črevesja stenice, kjer se pretvorijo v 
infektivne metaciklične TPM in izločijo s fecesom. TPM so stopnja parazita milimetrskih 
velikosti z bičkom, ki pa se niso sposobni razmnoževati. Da bi preživeli in tako nadaljevali 
svoj življenjski krog, morajo vstopiti v gostitelja. Sam vstop v sesalske celice je zapleten 
postopek, ki vključuje začetno vezavo parazita na površinske dele celice in nato aktivacijo 
molekule Tc-Tox, ki zajedavcu omogoča prekinitev vakuolne membrane, izhod iz vakuole in 
vstop v citoplazmo gostiteljske celice [34,37]. V njej izgubijo biček in se preobrazijo v 
amastigote (AMA), ki v okuženih celicah rastejo in se množijo. Z razmnoževanjem AMA 
nastanejo psevdociste, znotraj katerih se po 5 dneh AMA diferencirajo nazaj v TPM. 
Psevdociste se razširijo v številna tkiva, največ jih najdemo v srčni mišici, skeletnih mišicah 
in v gladkih mišicah črevesja. Po poku psevdociste pa se TPM sprostijo v krvni obtok in se 
razširijo po celotnem telesu. Sproščeni TPM so dveh oblik. Bolj aktivna oblika je potrebna za 
potek znotrajceličnega razvojnega kroga v gostitelju, manj aktivna oblika TPM pa okuži 
stenice ob naslednjem krvnem obroku in s tem je razvojni krog zajedavca sklenjen (Priloga 3) 
[34,37,41,42]. 
Znanstveniki še vedno niso dokazali, katere stopnje v razvoju zajedavca so glavna tarča 
tripanocidnih učinkovin. Dejstvo, da se posamezne razvojne stopnje razlikujejo v sestavi 
membrane, bi lahko bil eden izmed razlogov za različno učinkovitost zdravil [43]. Dokazano 
je bilo namreč, da tripanosome poleg lastno sintetiziranega ergosterola za svoj obstoj obvezno 
potrebujejo tudi molekule holesterola. Teh ne znajo sintetizirati same, zato jih pridobijo iz 
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celic gostitelja, in sicer s postopkom privzema in kopičenja delcev LDL v lizosomom 
podobnih organelih, imenovanih rezervosomi [44,45]. Privzemanje eksogenega holesterola v 
celicah EPM naj bi tej razvojni stopnji omogočilo preživetje v obdobjih lipidnega stradanja 
[43]. Poznano raznolikost v membranski sestavi različnih razvojnih stopenj TPC bi lahko v 
prihodnih raziskavah bolje izkoristili za proučevanje interakcij med parazitom in 
tripanocidnimi učinkovinami. Na to smo bili pozorni tudi pri naši raziskavi.  
1.5 Tripanocidne učinkovine za zdravljenje Chagasove bolezni 
Tripanocidne učinkovine so antiparazitiki, ki svojo učinkovitost izkazujejo z delovanjem na 
različne tarče. Ker je TPC parazit s kompleksnim življenjskim ciklom in se je zmožen 
uspešno izogibati imunskemu sistemu gostitelja, je iskanje učinkovitih tarč dolgotrajno in 
zapleteno [46-48]. Raziskave o novih terapijah so se ustavile proti koncu dvajsetega stoletja, 
delno zaradi pomanjkanja interesa vladne zavezanosti v mnogih latinskoameriških državah in 
delno zaradi slabe finančne spodbude v farmacevtski industriji [46,47]. Za zdravljenje bolezni 
sta bili tako dolgo na voljo le dve zdravilni učinkovini, N-benzil-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-
il)acetamid (BNZ) in N-(3-metil-1,1-dioksid-4-tiomorfolinil)-1-(5-nitro-2-furil)metanimin 
(NF). Številne študije so pokazale, da je njuna aktivnost večja v času akutne faze, pri 
kroničnem zdravljenju pa je njuna uporaba omejena. Tarča delovanja teh nitroheterocikličnih 
spojin je molekula DNA, ki se poškoduje zaradi tvorbe radikalov [46,47]. Bolj točen in 
podroben mehanizem njihovega delovanja na tripanosomske celice še ni dokončno razjasnjen, 
zato ostajajo osrednja tema številnih novih raziskav [46-48]. Razširjenje parazita na ne-
endemična področja je v zadnjih letih povzročilo zanimanje številnih znanstvenikov za 
raziskovanje možnih poti delovanja TPC in iskanje novih možnosti za zdravljenje CB [46,48]. 
Pri iskanju novih tarč se poslužujejo tehnike rešetanja visoke zmogljivosti. Kljub 
prizadevanju za nova odkritja je nabor na novo odkritih tarč sorazmerno majhen. Raziskave 
so trenutno osredotočene na tri ciljne tarče – CYP51, cruzipain in DNA parazita [43,47,49]. 
CYP51 je encim, ki katalizira demetilacijo lanosterola in s tem ustvari pomemben prekurzor 
za nastanek ergosterola. Raziskave v zadnjih dveh desetletjih so dosledno pokazale, da TPC 
kot večina gliv in kvasovk za preživetje in proliferacijo celic v vseh stopnjah svojega 
življenjskega cikla zahteva specifične sterole, zlasti ergosterol [43-45]. Ker ergosterol 
predstavlja osnovno sestavino glivičnih membran, se je porodila ideja o potencialni uporabi 
protiglivičnih učinkovin za zdravljenje CB [43,46,47]. Ugotovili so, da ima večina klinično 
uporabljenih zaviralcev sinteze sterola (kot so ketokonazol, itrakonazol in terbinafin) le 
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supresivne učinke pri obolelih s CB, ne morejo pa preprečiti napredovanja bolezni [50]. Po 
drugi strani pa naj bi generacija protiglivičnih triazolov, vključno s posakonazolom in 
vorikonazolom obetala boljše rezultate [46,50]. Po teh spoznanjih je bilo na novo odkritih kar 
nekaj obetavnih azolnih derivatov s podobnimi lastnostmi. Ravukonazol v obliki predzdravila 
(E12-24) in TAK-187 izkazujeta močno antitripanocidno aktivnost, poleg tega sta pokazala 
spodbudne in vitro in in vivo rezultate v obeh, akutni in kronični okužbi v mišjih gostiteljih. 
Zaenkrat sta obe učinkovini končali prvo fazo kliničnih testiranj in sta dobri kandidatki za 
uspešno zdravljenje CB [43,46]. Poleg klasičnih antimikotičnih učinkovin, ki zavirajo sintezo 
ergosterola, se v njegov nastanek vpletajo tudi nekatera druga zdravila. Presenetljivo je bilo 
odkritje, da amiodaron, ki se sicer veliko uporablja kot antiaritmično zdravilo pri bolnikih z 
napredovalo CB, izkazuje in vitro in in vivo antitripanocidno učinkovitost [46,51]. Njegova 
glavna mehanizma delovanja sta motnja homeostaze kalcijevih ionov in blokada sinteze 
ergosterola. To pojasnjuje sinergistične učinke s posakonazolom, sočasna uporaba teh dveh 
učinkovin naj bi namreč povečala učinkovitost antiparazitskega zdravljenja [46,47]. Eden 
izmed kandidatov pri razvoju novih tripanocidnih učinkovin je tudi K777. To je prvo zdravilo, 
ki cilja na glavno cisteinsko proteazo TPC, imenovano cruzipain [49,52]. Po mnogih letih 
raziskovanja je spojina pripravljena na preizkus varnosti v prvi fazi kliničnih testiranj. 
Obstajajo še številni drugi zaviralci v razvoju, vendar kaže K777 zaenkrat največji potencial 
[46].   
Preglednica 1: Potencialne učinkovine za zdravljenje CB in njihove tarče. 











posakonazol antimikotik vse faze CB CYP51 II 
E12-24 ni še v uporabi vse faze CB CYP51 končana faza I, sledi 
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TAK-187 ni še v uporabi vse faze CB CYP51 končana faza I 
amiodaron srčna aritmija kronična faza CB homeostaza Ca2+ in 
sinteza ergosterola 
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Poleg naštetih potencialnih učinkovin so v razvoju tudi številne druge, o katerih pa je zaenkrat 
bolj malo podatkov. Vedno bolj pogosto se pri novejših načinih zdravljenja CB omenjajo 
modifikacije že obstoječih zdravil (BNZ-ja, NF-ja) in njihove kombinacije [50,52,53]. 
1.5.1 N-benzil-2-(2-nitro-1H-imidazol-1-il)acetamid  
BNZ je nitroimidazolni antiparazitik, ki je na podlagi dolgoletne uporabe in izkušenj zdravilo 
prvega izbora za zdravljenje CB [34,36-40]. Njegov osnovni mehanizem delovanja temelji na 
tvorbi nitro-radikalnih zvrsti, ki so različne v aerobnih in anaerobnih pogojih. V odsotnosti 
kisika spontano nastaneta nitritni in imidazolni radikal, v kisikovi prisotnosti pa se z 
oksidacijo tvorijo superoksidni anion in ostale reaktivne kisikove zvrsti (ROS). Stopnja 
toksičnosti, ki jo povzročajo nastale spojine, je odvisna od sposobnosti celic za njihovo 
detoksifikacijo [43]. Pri sesalcih se lahko varno pretvorijo v vodikov peroksid, kar pomeni, da 
ima BNZ zelo omejeno neposredno toksičnost za človeške celice. TPC ima nasprotno manjše 
kapacitete za razstrupljanje teh radikalov in ROS, kar posledično vodi do peroksidacije 
maščob, poškodb celične membrane, aktivacije encimov in smrti zajedavca [34,43,54,55]. 
Sodeč po literaturnih podatkih naj bi BNZ opisano toksično delovanje izkazoval na vse tri 
razvojne faze parazita [34,56], pri čemer je z IC50 = 12 µM najbolj toksičen za TPM obliko 
[56-58]. 
Največja učinkovitost BNZ-ja se kaže med akutno fazo bolezni, kjer je stopnja uspešnosti 
zdravljenja do 80 % in v primeru prirojene CB, kjer je njegova učinkovitost 90 % [35,37]. 
Nasprotno je ta odstotek pri dalj časa nezdravljenih in kronično obolelih manj kot 10 % [35]. 
Čeprav se v poznih stadijih bolezni zdravilo ni obneslo, se ga na podlagi kliničnih preizkušanj 
vseeno priporoča, saj se je izkazalo, da kronični bolniki izpostavljeni BNZ-ju dosežejo znatno 
zmanjšanje pojavljanja EKG sprememb in manjšo pogostost poslabšanja njihovega kliničnega 
stanja. BNZ se je prav tako izkazal za učinkovitega pri zdravljenju reaktiviranih okužb, ki se 
pojavljajo pri imunosupresivnih bolnikih, pri nosečnicah pa se njegova uporaba zaradi 
potencialne teratogenosti ne priporoča [36-38,59].      
BNZ apliciramo peroralno, v dveh ali treh odmerkih, pri čemer traja zdravljenje 60 dni. 
Običajni dnevni odmerek za odrasle je 5-7 mg/kg telesne teže, odmerek za otroke pa znaša 10 
mg/kg telesne teže [36-39]. Po nekaterih podatkih pri kronično obolelih zadostuje 30-dnevno 
zdravljenje. Skrajšan režim se uvaja tudi zaradi številnih neželenih učinkov BNZ-ja 
[39,48,60]. Najpogosteje se pojavijo preobčutljivost v obliki izpuščajev, vročina, glavobol, 
motnje prebave in spanja ter granulocitopenija. Zaradi teh pojavov se zdravljenje v 10 - 30 % 
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primerov prekine [37-39]. Poleg toksičnih učinkov uporabo BNZ-ja omejuje tudi slaba 
biološka razpoložljivost, ki je posledica slabe vodotopnosti učinkovine. Z namenom 
izboljšanja njenih farmakokinetičnih lastnosti in posledično tudi terapevtske uporabnosti je 
bilo razvitih kar nekaj novih formulacij. Največkrat omenjeni sta mikroemulzija, ki se je 
izkazala za stabilnejšo in učinkovitejšo od nestabilnih suspenzije in emulzije ter raztopina 
BNZ-ja, pripravljena iz vode in PEG 400, ki je povečala njeno vodotopnost za 20-krat ter dala 
pomembno izboljšanje v rezultatih obsega biološke razpoložljivosti [61]. Med najnovejše in 
najbolj obetavne raziskave formulacij pa prištevamo modifikacije molekule BNZ-ja v obliki 
novih dostavnih sistemov, ki se kažejo v izboljšanju prehoda skozi membrane, topnosti in 
učinkovitosti. To sta priprava nanodelcev z metodo precipitacije in uporaba ciklodekstrinov 
[61,62].  
1.5.2 6-((metil)benzo[c](2-karbamoilhidrazon)-1-N-oksid-1,2,5-oksadiazol  
Zaradi omenjenih številnih pomankljivosti molekule BNZ, so marsikje poskušali sintetizirati 
njene analoge, ki bi ob večji varnosti izkazovali tudi večjo učinkovitost (Priloga 4). Med novo 
sintetiziranimi spojinami namesto nitroimidazolnega največkrat zasledimo prisotnost 
oksadiazolnega ali triazolnega elementa [63,64]. Dejstvo, da molekula BNZ v svoji strukturi 
vsebuje nitroimidazol, je nakazala tudi možno sintezo furoksanskega obroča, ki je že 
desetletja znan po svoji široki biološki aktivnosti. Za spojine z benzofuroksanskim jedrom 
namreč velja, da izkazujejo tako protimikrobne kot tudi antiparazitske učinke [65,66]. Učinek 
na novo sintetizirane molekule s takim jedrom, 6-((metil)benzo[c](2-karbamoilhidrazon)-1-N-
oksid-1,2,5-oksadiazol) (BZFS), kot potencialne tripanocidne učinkovine, je bil 
eksperimentalno preverjen. In vitro testi so pokazali, da ima spojina na EPM in tudi na AMA 
določenih sevov večjo toksičnost kot BNZ [67]. Po drugi strani pa je ocena in vivo pri miših 
pokazala, da BZFS ni mutagen. Ti rezultati so pritegnili pozornost raziskovalcev in 
spodbujajo nadaljnje proučevanje omenjene molekule, prav tako pa tudi iskanje možnih 




Slika 4: Strukturni formuli tripanocidnih učinkovin BNZ (levo) in BZFS (desno). 
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2. NAMEN DELA IN HIPOTEZE 
 
Za zdravljenje CB se že več kot 50 let uporablja učinkovina BNZ, ki poleg svojega 
nezadovoljivega učinka izkazuje tudi mnogo neželenih učinkov. Številni raziskovalci si zato 
prizadevajo najti nove tarče za uspešno zdravljenje te bolezni, pozornost pa je usmerjena tudi 
k iskanju modifikacij že obstoječih zdravil. V Braziliji, na inštitutu São Paulo State University 
(Unesp), School of Pharmaceutical Sciences, so izmed 1500 sintetiziranih potencialnih 
učinkovin kot najbolj perspektivne izpostavili 4, med njimi tudi BZFS, ki predstavlja 
modificirano molekulo že uveljavljenega BNZ-ja. Njeni in vitro učinki so pokazali 
učinkovitost pri zatiranju različnih razvojnih stopenj TPC, kar nakazuje na morebiten uspeh 
pri zdravljenju [68]. Ker pa dosedanje raziskave z omenjeno molekulo še  niso prinesle 
želenih uspehov pri razkrivanju delovanja te učinkovine, so nujno potrebna nadaljna 
proučevanja samega mehanizma njenega delovanja še z drugimi eksperimentalnimi in 
teoretskimi pristopi.  
Učinki molekul BNZ in BZFS na celične membrane do sedaj še niso bili raziskani. Glede na 
to, da so na Inštitutu za biofiziko v Ljubljani z eksperimentalnim in teoretičnim proučevanjem 
dobili nov vpogled na delovanje porotvornega nistatina na GUV z različnimi vsebnostmi 
sterolov, se je porodila ideja, da z isto metodologijo preverimo vgrajevanje tripanocidnih 
učinkovin v membranski fosfolipidni dvosloj in njihovo morebitno porotvorno delovanje. 
Poleg domneve o tvorbi por je bil postavljen tudi teoretični model, ki bi lahko opisal le 
vgrajevanje tripanocidnih učinkovin v fosfolipidni dvosloj. Ta napoveduje spremembe oblik 
mehurčkov, ki se pojavijo kot posledica razlike v površini med fosfolipidnima monoslojema 
in je uporaben pri vrednotenju dinamike vgrajevanja, ki jo opazimo pri eksperimentalnih 
rezultatih. Glavni namen naše raziskave je torej preveriti, ali se i) izbrani tripanocidni 
učinkovini v fosfolipidni dvosloj vgrajujeta, ii) ali njihovo vgrajevanje lahko popišemo s 
teoretičnim modelom in iii) če v membranah tvorita pore. Učinke že uveljavljene BNZ in 
novo sintetizirane molekule BZFS bomo opazovali na fosfolipidnih mehurčkih celičnih 
velikosti, pri čemer nas bodo zanimale spremembe na membranah mehurčkov z dodatkom 
ergosterola in z dodatkom holesterola. Učinke bomo opazovali v raztopinah BNZ in BZFS v 
koncentracijskem območju od 1,5 do 300 µM, pri čemer bomo upoštevali, da so ugotovljene 
terapevtske koncentracije v plazmi 15 µM. Za dodatek bodisi ergosterola bodisi holesterola v 
strukturo modelnih membran smo se odločili zaradi dejstva, da tripanosomski zajedavci v 
določenih obdobjih življenjskega cikla v zgradbi njihove membrane vsebujejo tako en kot tudi 
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drug sterol. Na podlagi obsega učinkov na membrane različnih sestav bomo sklepali na tarčni 
sterol BNZ-ja in BZFS-ja.  
Pred začetkom raziskovanja smo si zastavili sledeče delovne hipoteze:  
1. Faznokontrastna mikroskopija posameznih mehurčkov omogoča spoznavanje novih 
dejstev o delovanju tripanocidnih učinkovin na modelne membrane iz POPC. 
 
2. Z višanjem koncentracij BNZ-ja in BZFS-ja bo obseg sprememb na membranah 
fosfolipidnih mehurčkov večji in hitrejši. 
 
3. Z opazovanjem oblikovnih sprememb na mehurčkih pri nižjih koncentracijah lahko 
potrdimo, da vgrajevanje tripanocidnih učinkovin v membrane poteka in deluje v 
skladu s predlaganim teoretičnim modelom, ki pojasnjuje vgrajevanje omenjenih 
učinkovin najprej v zunanji lipidni dvosloj in nato še v notranjega. 
 
4. Pri višjih koncentracijah BNZ-ja in BZFS-ja lahko opazimo bledenje mehurčkov in 
njihove poke, kar nakazuje na porotvorno delovanje tripanocidnih učinkovin. 
 
5. Učinek BNZ-ja in BZFS-ja na POPC mehurčke z dodanim ergosterolom bo drugačen 















Substanca                                Kemijska formula    M [g/mol]    Kataloška številka proizvoda    Čistota [%] 
1-palmitil-2-oleil-                    C42H82NO8P              760,0             Av. Pol. Lip.: 850457                  ≥ 99,0 
fosfatidilholin (POPC) 
ergosterol                                 C28H44O                    396,7             Sigma-Aldrich: E6510                 ≥ 99,0 
holesterol                                 C27H46O                    386,7             Av. Pol. Lip.: 700000                   ≥ 98,0 
N-benzil-2-(2-nitro-                 
1H-imidazol-1-il)acetamid     C12H12N4O3                      260,3             Sigma-Aldrich: 419656                 97,0 
(BNZ) 
6-((metil)benzo[c](2- 




3.1.2 Reagenti in topila 
Reagent/topilo                         Kemijska formula    M [g/mol]    Kataloška številka proizvoda    Čistota [%] 
glukoza                                     C6H12O6                      180,2             Sigma-Aldrich: 84097                   99,5 
saharoza                                   C12H22O11                   342,3    Sigma-Aldrich: 49139                   99,5 
kloroform                                 CH3Cl3                          119,4             Sigma-Aldrich: 25690                   99,0 
dimetil sulfoksid (DMSO)       C2H6OS                     78,1               Fluka 41640                                   99,9 
prečiščena voda                        H2O                           18,0               J.T.Baker 4218                              99,9 
etanol                                        C2H5OH                     46,1               KEFO 133124                               96,0 
 
3.1.3 Naprave in pribor 
- mikroskop Nikon Diaphot 200  
- naprava za mikropipetiranje in uravnavanje pretoka (izdelana na Inštitutu za biofiziko) 
- računalnik hp Hewlett-Packard 
- videokamera (CCD, C4742-95, Hamamatsu, Japonska) 
- program za zajemanje slike Wasabi (Hamamatsu, Japonska, ver. 1.5) 
- naprava za vlek steklenih cevk Pipette puller, Kopf Instruments, model 730, ZDA  
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- mikroskop za izdelavo pipet Microforge, Research Instruments Limited, Velika 
Britanija  
- hladilnik Gorenje RK6191AW  
- tehtnica METTLER AE 163 
- centrifuga: Eppendorf Centrifuge 5418 
- Vortex EV-100, Tehtnica Železniki 
- polavtomatske pipete Eppendorf Reference (0,5-10 µL, 10-100 µL, 100-1000 µL) 
- mikropipete WPI, Pre-Pulled Glass Pipettes, Long Taper (TIP15FLT) 
- krovna stekelca Menzel-Gläser (100 Deckgläser/Coverslips 24x32 mm #1) 
- silikon GE Bayer Silicones, Baysilane-Paste 35 g 
- lateks rokavice Kimberly Clark Professional, Kimtech Science Brand PFE Gloves 
- parafilm BEMIS Neenah, WI54956 
- robčki Kimberly Clark Professional, Kimtech Science Brand Precision Wipes  
11x21 cm 
















3.2.1 Faznokontrastna mikroskopija 
Vplive tripanocidnih učinkovin na modelne membrane smo opazovali s faznokontrastno 
mikroskopijo, saj je ta že v preteklosti odprla nov vpogled v mehanizme delovanja učinkovin 
na modelne in biološke membrane. Kot uspešna se je izkazala pri preučevanju membranskih 
interakcij porotvornih polipeptidov in polienov [8-10,31]. 
Metoda faznokontrastnega mikroskopiranja se uporablja predvsem za opazovanje tankih 
vzorcev histoloških rezin, ki sestojijo pretežno iz vode in so za svetlobo skoraj prozorni, saj 
ne spremenijo znatno amplitude oz. jakosti vpadne svetlobe. Faznokontrastni mikroskop v 
tem primeru poveča kontrast, z njegovo uporabo se lahko izognemo barvanju celičnih 
struktur. Princip omenjenega mikroskopa temelji na spremembi razlik v fazi svetlobnega 
valovanja, ki jih naše oko ne zaznava, v razlike v amplitudi valovanja, ki jih je nato človeško 
oko ali videokamera sposobna zaznati kot različne svetlobne intenzitete. Tako med drugim 
omogoča opazovanje v živo sicer nizkokontrastnih vzorcev, kot so celice, mikroorganizmi, 
litografski vzorci in tudi celični organeli. Razlike v fazi svetlobnih žarkov, ki preidejo skozi 
preparat, nastanejo zaradi različne optične gostote posameznih struktur v preparatu. Žarek, ki 
potuje skozi objekt, zaostane za del valovne dolžine za žarkom, ki je potoval skozi optično 
redkejše okolno sredstvo. Velikost tega faznega zamika je odvisna od razlike v optični gostoti 
objekta in okolnega sredstva ter od debeline objekta. Ker so nastale razlike v fazi v primeru 
bioloških preparatov razmeroma majhne, se amplituda interferenčnega žarka bistveno ne 
spremeni in naše oko teh razlik ne more zaznati. Faznokontrastni mikroskop pa poveča razlike 
v fazi direktnih in uklonskih žarkov do 1 %, tako da po njihovi interferenci nastane slika, pri 
kateri je kontrast med različnimi strukturami povečan in jih zato lažje razločimo. Struktura, ki 
je optično gostejša, je na sliki videti temnejše (pozitivni fazni kontrast). 
3.2.2 Rokovanje in zajemanje slik  
Mehurčke smo opazovali z invertnim optičnim mikroskopom (Nikon Diaphot 200), ki 
omogoča slikanje s tehniko faznega kontrasta in uporabo fluorescence. Pri faznokontrastnem 
snemanju smo uporabljali fazno zaslonko Nikon Ph3 in objektiv CF Fluor LWD 60/0,70, 
končna povečava pa je bila 600-kratna (Slika 5).  
Za zajemanje slik smo uporabljali programsko orodje Wasabi (Hamamatsu, Japonska, ver. 
1.5), ki je preko IEEE1394 vmesnika povezan z videokamero (CCD, C4742-95, Hamamatsu, 
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Japonska). Vsi posnetki so bili narejeni pri hitrosti snemanja 16,3 slike na sekundo in 
ločljivostjo 672x512 slikovnih pik ter globino 8 bitov, kar ustreza 256 odtenkom sivine. 
Dolžina posameznih posnetkov je trajala 60 minut. Vso dogajanje v celici smo torej poleg 
mikroskopskega pogleda na mikroskopsko mizico lahko spremljali še na video monitorju, kjer 
so bile spremembe mehurčkov bolj razločno vidne in smo jih tako lahko lažje okarakterizirali. 
Posnetke smo s pomočjo računalniškega programa tudi shranili in jih uporabili za kasnejši 
neodvisni pregled.  
Prenašanje mehurčkov iz enega predelka merilne celice v drugega (glej 4.4.1) smo izvedli s 
pomočjo mikromanipulatorja, na katerem je bila pritrjena mikropipeta, hidravlično povezana s 







Slika 5: Shema merilnega sistema [31]. 
3.2.3 Priprava mehurčkov  
Za pripravo fosfolipidnih mehurčkov celičnih velikosti smo uporabili sintetične lipide, in sicer 
POPC, 99 % čistote. Od proizvajalca Avanti Polar Lipids so prispeli vzorci v obliki 
liofiliziranega prahu, ki smo ga najprej raztopili v mešanici kloroforma in metanola (v 
volumskem razmerju 2:1). Koncentracija tako pripravljenega koncentrata je znašala 1 mg/ml. 
Ker smo želeli eksperimente izvajati tako na holesterolnih kot tudi na ergosterolnih modelnih 
membranah, smo mehurčkom v prvem primeru dodali holesterol (Avanti Polar Lipids), v 
drugem primeru pa ergosterol (Fluka, Sigma). Masni delež sterolov v membrani je v obeh 
primerih znašal 30 %.  
Za izdelavo mehurčkov iz lipidne mešanice smo uporabili modificirano elektroformacijsko 
metodo po Angelovi [69]. Ta metoda je bila z enakim namenom na Inštitutu za biofiziko že 
preizkušena in se je v vseh primerih izkazala za uspešno. Ker smo uspešnost metode želeli 
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zagotoviti tudi v našem primeru, smo za vse nadaljne korake sledili njihovim navodilom [8-
10,31]. Ena od ključnih faz priprave mehurčkov je njihova rast v celici za elektroformacijo. 
Za celico smo uporabili mikrocentrifugirko. V njeni notranjosti sta platinasti elektrodi, ki sta 
povezani s funkcijskim generatorjem. Naš cilj je bil na par platinastih elektrod čim bolj 
enakomerno v dveh ali treh plasteh s pomočjo Hamiltonove brizge nanesti 20 μL raztopljenih 
lipidov v mešanici kloroforma in metanola. Sledilo je sušenje pri znižanem tlaku v 
eksikatorju, kjer smo elektrodi z nanesenim lipidom pustili dve uri. Po končanem postopku 
sušenja smo elektrodi potopili v mikrocentrifugirko, ki smo jo pred tem napolnili z 2 mL 0,2 
M raztopine saharoze. Na tako nameščeni elektrodi smo pritrdili povezovalne žice in ju 
priključili na sinusno izmenično napetost, generirano s pomočjo funkcijskega generatorja. V 
prvem koraku smo generator nastavili na začetno napetost U = 8 V in frekvenco ν = 10 Hz ter 
s tem dobili jakost električnega polja 2 V/mm. Sistem smo v takem stanju pustili 2 uri, potem 
pa je sledilo postopno zmanjševanje napetosti in frekvence. Zmanjševanje na napetost U = 4 
V in frekvenco ν = 5 Hz, U = 2 V in ν = 2,5 Hz smo izvajali v korakih na petnajst minut do 
končne napetosti 1 V in frekvence 1 Hz. Namen tega postopka je doseči počasno gibanje 
mehurčkov in s tem njihovo lažjo odlepitev od elektrod. Po končanem postopku smo tekočino 
s pripravljenimi fosfolipidnimi mehurčki pretočili iz elektroformacijske celice v plastičen 
lonček. Da bi pridobili čim večje število mehurčkov, smo celico sprali z 2 mL 0,2 M 
raztopino saharoze in glukoze, potem pa smo vsebino lončka še rahlo premešali in za 
preprečitev kontaminacije pokrovček lončka zatesnili s parafilmom. Nastale mehurčke smo 
hranili v omenjeni raztopini glukoze in saharoze pri sobni temperaturi (24 ± 2 °C) in jih 
uporabili v 1 - 3 dneh.  
3.2.4 Predpriprave za izvedbo meritev na mehurčkih 
• Merilna celica 
Merilno celico predstavlja ploščica iz akrilnega stekla dimenzij 8 x 3 cm. Ob daljši stranici 
ima na eni strani izrezani odprtini in sicer eno večjo, z dimenzijami 1 × 0,8 mm, ter eno 
manjšo dimenzij 1 × 0,5 cm (Slika 6). Priprava celice za poskus je potekala tako, da smo ob 
robovih odprtin na zgornji in spodnji ploskvi akrilnega stekla nanesli silikon in z njim pritrdili 
krovni stekelci. Tako smo dobili dva ločena prostora oz. kompartmenta. V večji predelek z 
volumnom 250 µL smo s plastično kapalko vbrizgali raztopino s pripravljenimi mehurčki in 
ga poimenovali založni predelek, saj nam je služil kot rezervoar mehurčkov. Drugi predelek 
(merilni) z volumnom 150 µL smo napolnili s predhodno pripravljeno učinkovino ustrezne 
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koncentracije, v 0,2 M glukozni raztopini. Po končanem opazovanju pod mikroskopom smo 
merilno celico sprali najprej z etanolom, jo obrisali in nato sprali še z destilirano vodo in 






Slika 6: Shema merilne celice z dvema predelkoma, (a) tloris in (b) pogled s strani. A – 
plastična ploščica, B – prvi predelek merilne celice z založno raztopino, C – drugi predelek z 
raztopino učinkovine, D – krovno stekelce [31].  
            
• Priprava vzorcev za merjenje  
Za poskuse smo uporabljali dve učinkovini in sicer BNZ, kupljen od proizvajalca Sigma-
Aldrich in BZFS, na novo sintetizirano spojino, ki so jo na Inštitut za biofiziko poslali iz 
Brazilije (São Paulo State University (Unesp), School of Pharmaceutical Sciences, 
Araraquara, Sao Paulo, Brasil). Pri pripravi raztopin teh dveh učinkovin smo v obeh primerih 
postopali enako. Dobljen liofiliziran prašek smo zaradi slabe topnosti učinkovin v vodi 
raztopili v dimetil-sulfoksidu (DMSO), tako da je bila koncentracija t.i. začetne (založne) 
raztopine 2,5 M. Raztopine z želenimi koncentracijami za posamezne poksuse smo pripravili 
na novo vedno pred poskusom in s tem zagotovili, da so bile raztopine sveže. To smo naredili 
tako, da smo primeren volumen 2,5 M začetne raztopine zmešali s primernim volumnom 0,2 
M raztopine glukoze. Uporabljeni volumni za pripravo delovnih koncentracij so navedeni v 







Preglednica 2: Izračun delovnih koncentracij učinkovin. 
Želena 
koncentracija (µM) 




1,5 V=0,0015𝑚𝑀 𝑥 1,5𝑚𝐿
2,5𝑚𝑔  0,9 1499  
3 V=0,003𝑚𝑀 𝑥 0,9𝑚𝐿
2,5𝑚𝑔  1,0 899 
6 V=0,006𝑚𝑀 𝑥 0,5𝑚𝐿
2,5𝑚𝑔  1,2 499 
12,5 V=0,0125𝑀 𝑥 0,2𝑚𝐿
2,5𝑚𝑔  1 199 
25 V=0,0250𝑀 𝑥 0,2𝑚𝐿
2,5𝑚𝑔  2 198 
50 V=0,0500𝑚𝑀 𝑥 0,2𝑚𝐿
2,5𝑚𝑔  4 196 
75 V=0,0750𝑚𝑀 𝑥 0,2𝑚𝐿
2,5𝑚𝑔  6 194 
150 V=0,1500𝑚𝑀 𝑥 0,5𝑚𝐿
2,5𝑚𝑔  30 470 
300 V=0,30000𝑚𝑀 𝑥 0,5𝑚𝐿
2,5𝑚𝑔  60 440 
 
Vse potrebne količine raztopin smo odmerjali s polavtomatskimi pipetami, za mešanje pa smo 
uporabili mešalnik Vortex (Tehtnica Železniki). Osnovni raztopini in pripravljene raztopine 
vzorcev smo ves čas hranili v epicah, zaprtih v posodi, v hladilniku pri 4°C in z aluminijasto 
folijo zaščitenimi pred svetlobo. Po navodilih proizvajalca je namreč BNZ občutljiv na 
toploto in svetlobo, za učinkovino BZFS pa teh podatkov nismo imeli, zato smo jo 
preventivno hranili pri enakih pogojih kot BNZ. Za razliko od BNZ smo BZFS pred vsakim 
merjenjem še dodatno centrifugirali 2 minuti pri 5000 obratih in se na ta način izognili pojavu 
kristalov, ki se tvorijo pri koncentracijah 25 µM in več. Pri opazovanju pod mikroskopom 
kristali namreč motijo meritve prav tako pa tudi ovirajo gibanje mehurčkov v raztopini.  
• Izdelava mikropipet 
Mikropipete z ustjem premera 50-60 μm smo izdelali v dveh korakih. Najprej smo kupljeno 
pipeto premera 150 μm in dolžine 60 cm proizvajalca WPI ustrezno namestili na napravo za 
vlek steklenih cevk (Pipette puller, Kopf Instruments, model 730, ZDA) ter nastavili 
temperaturo nad temperaturo tališča stekla (vrednost nastavitve 15,9). Ko je temperatura 
steklene cevke dosegla nastavljeno temperaturo, se je ta stalila, aparat pa je s hitrim vlekom 
25 
 
navdol ustvaril mikropipeto krajše dolžine in z ozkim ustjem. Tako nastalo mikropipeto smo v 
naslednjem koraku vpeli v mikroskop za oblikovanje pipet (Microforge, Research Instruments 
Limited, Velika Britanija). Pod 10 kratno povečavo smo jo na objektivu najprej poiskali, z 
uravnavanjem fokusa izostrili sliko, potem pa smo jo s premikanjem stranskega gumba 
razširili na želeno velikost (v našem primeru 50-60 μm). Kroglica iz stekla v prahu z nizkim 
tališčem (SiO2 z dodatkom Na2CO3), ki je del mikroskopa, je povzročila taljenje in prelom 
ustja pipete pri naravnanem premeru. Na koncu smo morebitne ostre robove in nepravilnosti 
na mikropipeti odstranili tako,  da smo se ji z omenjeno kroglico približali z vseh strani. S tem 
smo dosegli, da so se robovi mikropipete stopili in postali lepo krožno zaključeni. tako smo se 
izognili morebitnim poškodbam mehurčkov pri njihovem vsrkavanju v mikropipete.  
3.2.5 Mikropipetiranje 
Za prenašanje mehurčkov iz enega predelka merilne celice v drugega smo uporabili 
mikromanipulacijski sistem za uravnavanje tlaka (Slika 7). Sistem za uravnavanje tlaka 
predstavlja z vodo napolnjena steklena posoda, ki se lahko dviga ali spušča. Posoda ima 
vstavljeni dve cevki. Spodnja cevka se preko ventila nadaljuje v tanjšo, bolj gibljivo cevko, v 
katero lahko vstavimo posebej za to pripravljeno mikropipeto. Druga cevka izhaja iz posode 
na vrhu, na drugem koncu pa ima ustnik, preko katerega lahko s pihanjem ali vdihavanjem pri 
prenosih mehurčkov hitro uravnavamo tlak v mikropipeti. Dodatno smo pretok natančneje 
uravnavali s spreminjanjem višine vodne gladine v posodi v primerjavi z višino ustja 
mikropipete. Če smo s pomočjo mikrovijaka posodo dvignili, se je ustvaril nadtlak, ko pa smo 
jo spustili, se je ustvaril podtlak. Ta sistem nam je omogočal prenašanje mehurčkov iz enega v 
drug kompartment in hkratno natančno premikanje pipet.  
Samega postopka smo se lotili tako, da smo najprej izbrali ustrezno narejeno mikropipeto in 
jo s pomočjo plastične cevke napolnili z izoosmolarno 0,2 M raztopino glukoze. Mikropipeto 
smo v naslednjem koraku vpeli v mikromanipulator in začeli opazovati primerne mehurčke za 
prenos. Področju izbranih mehurčkov smo nato nad njihovim nivojem približali konec 
mikropipete. Mikroskop smo izostrili na konec mikropipete ter z dviganjem in spuščanjem 
posodice za uravnavanje tlaka dosegli tlak v mikropipeti, ki je bil približno enak tistemu v 
predelku. Mikropipeto smo nato spustili do globine usedlih mehurčkov in že majhna 
spremembra hidrostatskega tlaka je bila dovolj, da je prišlo do šibkega toka v notranjost 
pipete in vsrkavanja. Šibkejši tokovi so potrebni, da ne bi prišlo do poškodb mehurčkov med 
vsrkavanjem. Na enak način smo postopali tudi pri izpustu mehurčkov v merilno celico. Z 
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uravnavanjem tlaka smo na želenem mestu na dnu opazovalnega predelka vzpostavili šibek 
tok, ki je mehurčke potisnil iz mikropipete. Tako smo lahko posamezne mehurčke poljubno 






Slika 7: Shema sistema za manipulacijo tlaka v mikropipeti [8,31]. 
3.2.6 Prenos mehurčkov 
Mehurčke za prenos iz založnega v merilni predelek smo izbrali na podlagi točno določenih 
kriterijev. Pozorni smo bili na njihovo velikost - tisti najbolj primerni so morali biti le malo 
manjši od notranjega premera mikropipete (s premerom, manjšim od 40 µm in večjim od 60 
µm), da jih tako pri vsesavanju nismo poškodovali, poleg tega pa smo na ta način v merilni 
predelek prenesli čim manj tekočine. Vedno smo uporabljali le »težke« mehurčke - to je tiste, 
ki so imeli v svoji notranjosti gostejšo tekočino (v našem primeru kombinacijo saharoza-
glukoza) od zunanje. Ti so bili zelo dobro vidni, poleg tega jih je bilo tudi najlažje vsesati v 
mikropipeto in po prenosu poiskati v merilni celici.  Mehurčkov v založnem predelku nismo 
izbirali le na podlagi njihove teže oziroma specifične gostote tekočine v njihovi notranjosti, 
temveč smo bili pozorni še na ostale lastnosti. Skušali smo se izogniti mehurčkom s 
kakršnimi koli vključki (npr. z manjšimi mehurčki, bakterijami,…) ali zunanjimi oz. 
notranjimi izrastki. Izločili smo tudi vse na dno prilepljene mehurčke. Poleg karakteristik 
mehurčkov so bili določeni kriteriji vezani na samo mikropipeto, s katero smo opravljali 
prenos. Ta je morala biti primerne velikosti in premera, prav tako smo jo morali pred 
poskusom enakomerno napolniti z raztopino glukoze, tako da ni bilo prisotnih nobenih 
zračnih mehurčkov. Ujetemu zraku smo se izogibali tudi v samem sistemu 
mikromanipulatorja za uravnavanje tlaka, saj je bil v nasprotnem primeru pretok oviran in 
prenos ni bil mogoč. Kadar pa je bil pretok skozi mikropipeto prevelik, je razpihal mehurčke 
in jih tudi fizično poškodoval, zato je bila previdnost pri uravnavanji tlaka ključnega pomena.  
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Pri poskusih, ki smo jih izvajali, smo iz večjega kompartmenta s pomočjo mikromanipulatorja 
prenesli od 5 do 10 mehurčkov, velikosti med 40 in 60 μm. Ker je bil volumen prenesenih 
mehurčkov iz raztopine majhen, je bila sama sprememba v koncetraciji učinkovine majhna in 
na podlagi tega smo lahko pri analizi rezultatov privzeli, da se je interakcija med lipidi in 
tripanocidnimi molekulami pričela v trenutku, ko so mehurčki zapustili mikropipeto (Slika 8). 
Prav tako so bile zanemarljive spremembe v koncentraciji zaradi izpostavljenosti celice zraku 
in posledičnega izhlapevanja vode. Vse meritve smo opravili pri sobni temperaturi (24 ± 2 °C) 







Slika 8: Prenos mehurčka iz mikropipete v merilni predelek.  
Odziv mehurčkov na učinkovini smo proučevali pri koncentracijah 1,5, 3,0, 6,0, 12,5, 25, 50, 
75, 150 in 300 μM, ki si sledijo v približno logaritmskem zaporedju. Pri vsaki koncentraciji 
smo opravili vsaj štiri meritve. Za kontrolo smo po koncu merjenja vsakič pregledali preostale 
mehurčke v založnem predelku merilne celice, iz katere so bili vzeti, in ocenili njihovo stanje. 
Če so bili ti ustreznega videza, brez večjih sprememb, smo predvideli ustreznost dobljenih 
rezultatov, v primeru, da mehurčki v kontroli niso ustrezali kriterijem izgleda, smo poskus 
ponovili.  
3.2.7 Analiza mikroskopskih posnetkov 
Rezultate smo kvalitativno analizirali tako, da smo natančno opazovali na videorekorderju 
posnete sekvence obnašanja posameznih mehurčkov. Pri tem so shranjene videoposetke 
analizirali trije neodvisni opazovalci. Vrednotenje sprememb na mehurčkih smo glede na 
lastnosti obsega njihovih sprememb in prisotnih osmotskih pojavov opisali s posameznimi 
efektivnimi faznimi spremembami, ki so v skladu s postavljenim teoretičnim modelom. Ti si 
med seboj sledijo od faze I do faze XII, pri čemer prehajajo druga v drugo (Slika 9). Poleg 
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določanja faz končnih stanj mehurčkov smo bili pozorni tudi na pojav vmesnih faz znotraj 
enournega opazovanja in čas pojava le-teh. Efektivno fazno število smo izračunali kot 
povprečje vseh opaženih končnih faz pri opazovanih mehurčkih enega poskusa.  
Da bi zagotovili čim večjo zanesljivost in ponovljivost metode, smo izvajali meritve na dva 
načina. Pri prvem načinu smo v istem dnevu na mehurčkih iste serije izvedli meritve pri 
koncentracijah iste učinkovine, ki so si sledile tako, da smo vsakič po eno vmesno 
koncentracijo preskočili. Drugi dan pa smo opravili meritve še na preostalih, izpuščenih 
koncentracijah iste učinkovine. Drugi način merjenja pa je pomenil izvajanje poskusov na 




Faza I: mehurček brez sprememb 
 
 








Faza IV: ponoven nastanek sferičnih 
izrastkov  izven mehurčka 
  
 










Faza VII: valjasti izrastki (tetri) znotraj 
mehurčka  
 
Faza VIII: ponoven nastanek sferičnih 





Faza IX: močno nihanje membrane, brez 
izrastkov   
 
 








Faza XII: deformirana oblika 
 








3.2.8 Statistična obdelava eksperimentalnih rezultatov 
Rezultate meritev smo statistično obdelali. Izračunali smo povprečno vrednost in standardno 
deviacijo izmerjenih končnih efektivnih faznih števil [70].  
Dodatno smo uporabili tudi t-test (Studentova t-test metoda), s katerim smo izračunali 
vrednost p. Ta nam pove ali sta si dva vzorca z izmerjenimi vrednostmi končnih efektivnih 
faznih števil (pri izbranih sestavah membrane in koncentracijah učinkovin) signifikantno 
različna [71]. Vrednosti p so bile izračunane s programskim jezikom Pascal, pri čemer je bil 
uporabljen programski paket nrpas13.zip. Za statistično signifikantne razlike smo privzeli, da 
























Rezultate bomo predstavili v dveh delih, in sicer najprej rezultate kontrolnih eksperimentov, 
pri katerih smo mehurčke z vsebnostjo različnih sterolov prenesli v raztopino glukoze brez 
tripanocidnih učinkovin, nato pa še rezultate, dobljene pri prenosu v raztopine obeh 
tripanocidnih učinkovin različnih koncentracij.  
4.1 Kontrolni eksperimenti  
4.1.1 Odzivi mehurčkov na 0,2 M raztopino glukoze v merilnem predelku celice 
Opravili smo 4 poskuse na POPC mehurčkih z dodatkom ergosterola in enako število na tistih 
z dodanim holesterolom. V večini primerov ni prišlo v času opazovanja do nikakršnih 
sprememb na membrani (Slika 10), razen v 13 primerih od 53 (25 %), pri katerih smo 15 
minut po prenosu v merilni predelek celice zaznali spremembe na membrani mehurčka 
(Preglednica 3). Začetno rahlo nihanje se je pri desetih mehurčkih kasneje ojačalo, pri tem so 
bile proti koncu opazovanja v notranjosti štirih vidne majhne kroglice. V treh mehurčkih pa 
nastanka notranjih kroglic ni spremljal pojav predhodnega nihanja, kar pomeni, da smo bili v 
roku 15-20 minut po prenosu priča le pojavu notranjih izrastkov (Slika 11).  
Slika 10: Primer mehurčka v raztopini glukoze brez tripanocidnih učinkovin, kjer ni bilo 
vidnih sprememb na membrani. Slike so bile posnete vsakih 10 minut, znotraj 1 ure po 
prenosu mehurčka. 
Slika 11: Primer mehurčka v raztopini glukoze brez tripanocidnih učinkovin, kjer so bile 
vidne spremembe na membrani. Brez vidnih predhodnih faz so se pojavili izrastki v obliki 




Preglednica 3: a) Končna efektivna fazna števila (F) posameznih mehurčkov POPC- 
                             ergosterol za 4 kontrolne serije, končna efektivna fazna števila za  
                             posamezne serije (F (povprečje ± SD)) in končno efektivno fazno število za  
                             vse meritve (F (povprečje ± SD)).                           
                         b) Končna efektivna fazna števila (F) posameznih mehurčkov POPC- 
                             holesterol za 4 kontrolne serije, končna efektivna fazna števila za  
                             posamezne serije (F (povprečje ± SD)) in končno efektivno fazno število za  
                             vse meritve (F (povprečje ± SD)). 
a) 
Končno efektivno fazno število (F) na mehurčkih POPC-
ergosterol 
F  
(povprečje ± SD) 
F  
(povprečje ±SD) 
1 1 1 1 1 1     1,0 ± 0,0 
2,8 ± 2,5 
1,6 ± 1,8 
2,5 ± 2,3 
2,0 ± 1,7 1 1 1 5 6      1 1 1 1  1  1 1 6   
1 1 1 1 5 6     
 
b) 
Končno efektivno fazno število (F) na mehurčkih POPC-
holesterol 
F  
(povprečje ± SD) 
F  
(povprečje ±SD) 
1 1 1 1 5 5 6    2,9 ± 2,3 
1,0 ± 0,0 
2,6 ± 2,3 
2,6 ± 2,7 
2,3 ± 1,8 1 1 1 1 1 1     1 1 1 1  1  5 5 6   
1 1 1 1 1 6 7    
 
4.1.2 Odzivi mehurčkov na 0,2 M raztopino glukoze v založnem predelku celice 
Po vsakem opravljenem enournem pregledu obnašanja mehurčkov v raztopini tripanocidne 
učinkovine v merilni celici smo za kontrolo ustreznosti mehurčkov tudi podrobno preučili 
oblike in obnašanje tistih mehurčkov, ki so ostali v založnem predelku. Pri tem smo bili 
pozorni na njihove oblike, velikost in morebitne izrastke. Vsakič, kadar smo ocenili, da so se 
mehurčki znatno spremenili, smo serijo eksperimentov prekinili in nadaljne meritve izvedli z 
na novo pripravljenimi lipidnimi mehurčki. Pri vseh 152-ih poskusih se je to zgodilo le 4-krat. 
Primer mehurčkov ustreznih oblik in velikosti v založnem predelku je prikazan na sliki 12, 
opazimo pa njihovo specifično postavitev tj. nakopičenost na levem robu celice. Razlog za 
njihovo nakopičenost so tokovi v predelku, ki se, kot posledica izhlapevanja in ogrevanja 















Slika 12: Primer končnega pregleda mehurčkov v založnem predelku merilne celice – 
mehurčki so v večini brez večjih sprememb, zato lahko na njih izveden poskus smatramo za 
ustreznega.  
4.2 Eksperimenti s tripanocidnima učinkovinama  
Izmerjene vrednosti posameznih poskusov smo prikazali v preglednicah 4-7. Prikazane so kot 
končna efektivna fazna števila (F) za posamezne mehurčke za po štiri serije meritev na 5-10 
POPC mehurčkih z dodatkom ergosterola ali holesterola. Njihov odziv smo podali v 
koncentracijskem območju med 1,5 µM in 300 µM pri obeh tripanocidnh učinkovinah. Za 
večjo preglednost smo podali tudi končna efektivna fazna števila za posamezne serije (F 
(povprečje ± SD)) in končno efektivno fazno število za vse meritve (F (povprečje ± SD)) pri 
posamezni koncentraciji učinkovine. Za lažji pregled posameznih končnih faz smo jih v 
spodnjih štirih preglednicah in vseh nadaljnih izračunih ter grafičnih prikazih zapisali z 









Preglednica 4: Rezultati učinkov BNZ-ja na POPC mehurčke z dodatkom ergosterola v 
odvisnosti od koncentracije BNZ-ja. Pri določeni koncentraciji so prikazani kot končna 
efektivna fazna števila (F) posameznih mehurčkov za 4 serije, končna efektivna fazna števila 
za posamezne serije (F (povprečje ± SD)) in končno efektivno fazno število za vse meritve (F 
(povprečje ± SD)).                           
c 
[µM] 
Končno efektivno fazno število (F) na mehurčkih POPC-
ergosterol 
F  
(povprečje ± SD) 
F  
(povprečje ± SD) 
1,5 
1 1 1 6  7* 7     3,8 ± 3,1 
3,9 ± 2,6 
2,7 ± 2,1 
5,0 ± 2,5 
3,9 ± 2,6 1 1 1 3 3  6*  6*  7*  7*  1 1 1 1 1 3  5* 5  6*  
1 2 3  4* 5  6* 6 7 7  9* 
3 
1 1 4  4* 6      3,2 ± 2,2 
6,0 ± 0,0 
5,0 ± 2,6 
4,3 ± 2,6 
4,6 ± 1,8 6 6 6  6* 6 6     1 1 3  6*  6*  7*  7* 7 7  
1 1 3 3 6 6 7  7*   
6 
1 1 5 5 6 6  6* 6 7 7 5,0 ± 2,2 
5,6 ± 2,6 
5,3 ± 2,7 
4,5 ± 1,9 
5,1 ± 2,4 1 6 7  7* 7*      1 3 6  7* 7* 8     
1 3 3 5 6*  6* 6 6   
12,5 
1 3  6 6 7  7*     5,0 ± 2,5 
5,6 ± 2,6 
5,1 ± 2,6 
5,3 ± 2,3   
5,3 ± 2,5 1 6 7 7 7      1 1  6* 6 6 7  7*  7*   
1  5* 6  6*  7* 7     
25 
7  7* 7 7  7*      7,0 ± 0,0 
5,1 ± 2,6 
6,5 ± 0,5 
5,9 ± 2,5 
6,1 ± 1,4 1 1 6 6 6 7 7 7   6 6  6*  6* 7  7*  7*  7*   
1 3 5 5  6* 7  7* 8 8 9 
50 
 4*  5* 6  6*  6* 7  7*    5,9 ± 1,1 
6,7 ± 0,5 
6,7 ± 0,8 
5,0 ± 3,3 
6,1 ± 1,4 6 6 7 7  7*  7*     6  6 6  7* 7  7* 8*    
1 1 6 6 7  9*     
75 
6 6  7*  7*  9*  9*     7,3 ± 1,4 
7,8 ± 1,1 
7,0 ± 1,6 
7,0 ± 1,7  
7,3 ± 1,5 6 7 7  7* 7 8  9*  9* 9 9 5 5 6 6  6* 7 8  9*  9* 9 
 6* 6 6 7 10      
150 
4 5 5  6* 6 8  9* 10* 10  7,0 ± 2,3 
7,3 ± 3,0 
5,8 ± 1,2 
7,2 ± 2,2 
6,8 ± 2,2 1 7 7 8  9*  9* 10    5 5 5  6* 6 8     
5 5  6* 6 6 7  9* 10 11*  
300 
6 6 6 7 10* 11     7,7 ± 2,3 
7,4 ± 1,5 
6,3 ± 2,9 
8,1 ± 3,0 
7,4 ± 2,4  5* 7 8  8*  9*      1 5 5 6 6 7 10* 10*   
  5 5  6*  7* 7 11* 12* 12*   
 
* Na mehurčku so bile vidne tudi posamezne vmesne faze (Priloga 5).   
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Preglednica 5: Rezultati učinkov BNZ-ja na POPC mehurčke z dodatkom holesterola v 
odvisnosti od koncentracije BNZ-ja. Pri določeni koncentraciji so prikazani kot končna 
efektivna fazna števila (F) posameznih mehurčkov za 4 serije, končna efektivna fazna števila 
za posamezne serije (F (povprečje ± SD)) in končno efektivno fazno število za vse meritve (F 




Končno efektivno fazno število (F) na mehurčkih POPC-
holesterol 
F  
(povprečje ± SD) 
F  
(povprečje ± SD) 
1,5 
1 1 1 1 6 6     2,7 ± 2,6 
3,5 ± 2,7 
2,8 ± 2,0 
3,0 ± 2,2 
3,0 ± 2,4 1 1 1 1 6  6* 6 6   1 1 1  4*  5* 5     
1 1 1 5 5 5     
3 
1 1 1 6  7*      3,2 ± 3,0 
3,0 ± 2,5  
3,3 ± 2,4 
2,8 ± 2,7 
3,1 ± 2,7 1 1 1 1 5  6* 6    1 1 1 1 5 5 6 6   
1 1 1 1 1 1 6  6* 7  
6 
1 1 1 1 6 6     2,7 ± 2,6 
3,5 ± 2,7 
2,4 ± 2,5 
3,6 ± 2,4 
3,1 ± 2,6 1 1 1 6 6 6     1 1 1 1 1 5 7    
1 1 5  5*  6*      
12,5 
1 1 1 1   6 7  7*    3,4 ± 3,1 
3,8 ± 3,0 
2,0 ± 2,2 
2,8 ± 2,5 
3,0 ± 2,7 1 1 1 1 6 6 7 7   1 1 1 1 6      
1 1 1 5 6      
25 
1 1 1 1 5 5 6    2,9 ± 2,3 
2,4 ± 2,0 
3,3 ± 2,6 
3,0 ± 2,4 
2,9 ± 2,3 1 1 1 4 5      1 1 1 5 6 6     
1 1 1 1 1 5 5 6 6*  
50 
1 1 1 6 6 6     3,5 ± 2,7 
3,0 ± 2,6 
3,5 ± 2,7 
2,8 ± 2,1 
3,2 ± 2,5 1 1 1 1 1 1 6* 6 6 6 1 1 1 6 6  6*     
1 1 2 5 5      
75 
1 1 1 6 6      3,0 ± 2,7 
4,3 ± 2,3 
3,1 ± 2,7 
4,0 ± 2,5 
3,6 ± 2,6 1 1  5 5 6 6 6    1 1 1 1 6 6 6    
1 1 4 5 6 7     
150 
1 1 1 5 6 6 7 7   4,3 ± 2,8 
4,7 ± 2,9 
4,3 ± 3,1 
3,0 ± 2,7 
4,1 ± 2,9 1 1 6 6 6 8     1 1 1 6 7 7 7    
1 1 1 6 6      
300 
1 1 1 6 6 6     3,5 ± 2,7 
5,4 ± 2,2 
5,2 ± 2,4 
3,6 ± 2,9 
4,4 ± 2,6 1 5  5 6 7 7 7    1 6 6 6 7      
1 1 1 1 5 6 6  8*   
 
* Na mehurčku so bile vidne tudi posamezne vmesne faze (Priloga 5).  
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Preglednica 6: Rezultati učinkov BZFS-ja na POPC mehurčke z dodatkom ergosterola v 
odvisnosti od koncentracije BZFS-ja. Pri določeni koncentraciji so prikazani kot končna 
efektivna fazna števila (F) posameznih mehurčkov za 4 serije, končna efektivna fazna števila 
za posamezne serije (F (povprečje ± SD)) in končno efektivno fazno število za vse meritve (F 




Končno efektivno fazno število (F) na mehurčkih POPC-
ergosterol 
F  
(povprečje ± SD) 
F  
(povprečje ± SD) 
1,5 
1 1 1 1 1 7     2,0 ± 2,5 
2,4 ± 2,4 
2,6 ± 2,3 
2,8 ± 2,5 
2,5 ± 2,4 1 1 1 1 1 6 6    1 1 1 1 1 5* 5 6   
1 1 1 5 6      
3 
1 1 1 1 6 6     2,7 ± 2,6 
2,2 ± 2,7 
1,8 ± 2,0 
2,7 ± 2,6 
2,4 ± 2,5 1 1 1 1 7      1 1 1 1 1 6     
1 1 1 1  6* 6     
6 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 6 1,5 ± 1,6 
3,4 ± 3,4 
2,7 ± 2,6 
3,3 ± 2,6 
2,7 ± 2,5 1 1 1 1 1  6* 7 9   1 1 1 1 6 6     
1 1 1 5 6 6     
12,5 
1 1 1 1 1   6  6*    2,4 ± 2,4 
2,8 ± 2,9 
2,9 ± 2,6 
5,4 ± 2,3 
3,4 ± 2,7 1 1 1 1 6 7     1 1 1 1 1 6 6 6   
1 1 6 7 7 7 7 7   
25 
1 1 1 1 6 7 7    3,4 ± 3,1 
3,7 ± 2,9 
3,5 ± 2,7 
2,7 ± 2,6 
3,3 ± 2,8 1 1 1 6 6 7     1 1 1 6 6 6     
1 1 1 1 6 6     
50 
1 1 1 1  4* 4     2,0 ± 1,6 
3,5 ± 4,0 
3,5 ± 2,7 
2,7 ± 2,1 
2,9 ± 2,6 1 1 1 1  8* 9     1 1 1 1 5 6 6 7   
1 1 1 1 5  5* 5    
75 
1 1 1 1 1 6 6  7*   3,0 ± 2,8 
5,0 ± 2,2 
3,9 ± 2,7 
4,3 ± 2,6 
4,1 ± 2,6 1 6 6 6 6      1 1 1 6  6* 6 6    
1 1 6 6 6 6     
150 
1 1 5 5 5 6 6    4,1 ± 2,2 
3,3 ± 2,1 
3,7 ± 2,6 
4,0 ± 2,8 
3,8 ± 2,5 1 1 1 5 5 5 5    1 1 1 5 5  6* 7    
1 1 5 6 7      
300 
1 1 1 5 7  8*     3,8 ± 3,3 
4,1 ± 2,2 
5,2 ± 2,2 
4,0 ± 2,4 
4,3 ± 2,5 1 1 5 5 5 6 6    1 5 5 6 7 7     
1 1 5 5 6 6     
 
* Na mehurčku so bile vidne tudi posamezne vmesne faze (Priloga 5).  
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Preglednica 7: Rezultati učinkov BZFS-ja na POPC mehurčke z dodatkom holesterola v 
odvisnosti od koncentracije BZFS-ja. Pri določeni koncentraciji so prikazani kot končna 
efektivna fazna števila (F) posameznih mehurčkov za 4 serije, končna efektivna fazna števila 
za posamezne serije (F (povprečje ± SD)) in končno efektivno fazno število za vse meritve (F 
(povprečje ± SD)).    
 
* Na mehurčku so bile vidne tudi posamezne vmesne faze (Priloga 5).  
c 
[µM] 
Končno efektivno fazno število (F) na mehurčkih POPC-
holesterol 
F  
(povprečje ± SD) 
F  
(povprečje ± SD) 
1,5 
1 1 1 1 1 1 6 6  6*  2,7 ± 2,5 
2,4 ± 2,1 
3,0 ± 2,1 
3,2 ± 2,4 
2,8 ± 2,3 1 1 1 1 1 1 3 3  6* 6 1 1 1 1 5  5*  5* 5   
1 1 1 5 5 6     
3 
1 1 1 5  6*  6*     3,3 ± 2,6 
3,0 ± 2,2 
3,3 ± 2,4 
3,1 ± 2,7 
3,2 ± 2,5 1 1 1 3  3*  6* 6    1 1 1 1 5 5 6  6*   
1 1 1 1   6   6 6    
6 
1 1 1 1 6 7     2,8 ± 2,9 
3,5 ± 2,2 
2,3 ± 2,1 
3,0 ± 1,9 
2,9 ± 2,3 1 1 2 3 3  6* 6 6   1 1 1 1 5 5     
1 2 3 3 6      
12,5 
1 3 3  3*  6* 6 6    4,0 ± 2,0 
3,3 ± 2,6 
2,0 ± 2,2 
3,1 ± 2,5 
3,1 ± 2,3 1 1 1 5 6 6     1 1 1 1 6      
1 1 1 1 3  6* 6 6   
25 
1 1 1 6 6  7*     3,7 ± 2,9 
3,3 ± 2,8 
3,3 ± 2,6 
3,3 ± 2,9 
3,4 ± 2,8 1 1 1 1 6 6  7*    1 1 1 5 6 6     
1 1 1 1  6*  6*  7*    
50 
1 1 5 5  7*      3,8 ± 2,7 
3,7 ± 2,9 
3,5 ± 2,7 
3,0 ± 2,5 
3,5 ± 2,7 1 1 1 6  6*  7*     1 1 1 6 6  6*     
1 1 1 1 5 6 6    
75 
1 1 6  7*  7*      4,4 ± 3,1 
3,3 ± 2,9 
3,1 ± 2,5 
3,4 ± 2,8 
3,6 ± 2,8 1 1 1 1 6 6  7*    1 1 1 1 3 6  6* 6   
1 1 1 2 6  6*  7*    
150 
1 1 5 5  6* 6 6    4,3 ± 2,3 
5,0 ± 2,6 
3,6 ± 2,9 
4,9 ± 2,5 
4,5 ± 2,6 1 5  5*   6 8      1 1 1 2 6 7 7    
1 1 5 6 6 6 7 7   
300 
1 1 4 5 5 9     4,2 ± 3,0 
4,8 ± 4,5 
4,0 ± 2,8 
4,0 ± 3,5 
4,3 ± 3,5 1 1 1 6  9* 11*     1 1 5 6 7      
1 1 1 5 7  9*     
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4.2.1 Učinki BNZ-ja na mehurčke z ergosterolom 
Dogajanje na ergosterolnih mehurčkih po prenosu v raztopine BNZ-ja lahko v splošnem 
opišemo kot zelo živahno (Slika 16). Številne spremembe na membranah so bile namreč 
opazne tako pri višjih kot tudi pri zelo nizkih koncentracijah. Že pri koncentraciji 1,5 µM smo 
lahko dogajanje opisali z vsemi fazami od I do IX. Podobno velja za koncentracije vse do 75 
µM, kjer so bili prehodi med posameznimi fazami večinoma jasno vidni, njihove končne 
vrednosti pa so prav tako znašale do št. IX. Če povzamemo spremembe za omenjen razpon 
koncentracij (1,5 - 75 µM), se izkaže, da so takoj po prenosu v merilno celico mehurčki za 
kratek čas ostali napeti in povsem nespremenjeni, nakar smo bili po 1-2 minutah priča hitremu 
procesu nastajanja tankih izrastkov na zunanji strani membrane. Ti so se najprej zelo hitro 
podaljšali, nato pa po hitrem postopku skrajšali ter zlili z membrano, mehurčki pa so bili 
naenkrat spet enaki kot na začetku opazovanja (Slika 13-zgoraj). Po približno 10 minutah smo 
zaznali njihovo rahlo nihanje, ki je iz precej enakomernega prehajalo v vedno izrazitejše 
(Slika 13-spodaj). V nekaterih poskusih omenjenih kratkih, strjenih, krogličastih in tudi malo 
bolj podolgovatih zunanjih izrastkov nismo opazili, je bila pa v teh primerih prva opažena 








Slika 13: Prehod oblik mehurčka iz začetne faze III (prva slika) preko faze IV (druga in tretja 
slika) in V (četrta in peta slika)  v fazo VI (zadnja slika). Posnetki so nastali 0, 2, 4, 7, 10 in 
13 minut po prenosu. 
 
V koncentracijskem območju 1,5 – 50 µM so bile po eni uri opazovanja največkrat vidne 
različne notranje strukture. Močnejše nihanje membrane namreč skoraj nikoli ni pomenilo 
končnega stanja, mehurčki so v teh primerih začeli kmalu dobivati manjše kroglice, ki so se v 
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njihovi notranjosti prikazale posamično ali pa so se razprostirale po njihovi celotni notranji 
površini. Mnogokrat so se tudi združile v skupke, katerih videz bi lahko opisali kot krajše 
kroglaste tvorbe oz. daljše verige, sestavljene iz kroglic (Slika 14). Pri obravnavanih 
koncentracijah so se v več kot polovici primerov opisane notranje kroglaste tvorbe pretvorile 
v daljše nitaste izrastke valjaste oblike, ki so bili pripeti na notranji strani mehurčkov. Včasih 
je bil viden le en posamezen izrastek, ponekod pa so se ti kar prepletali v nekakšno obsežno 
nitasto strukturo. Takšni zelo dolgi izrastki (tetri) so bili dobro vidni, medtem ko smo 
prisotnost manjših in tanjših včasih komaj zaznali (Slika 15).     
Kar občutno manj vmesnih faz smo opazili pri koncentracijah 75 µM – 300 µM. Za to 
območje lahko povzamemo pojav enakih sprememb, ki pa so potekale precej hitreje s skoraj 
vedno neopaženimi vmesnimi fazami, še posebej faz z zunanjimi izrastki. Kot primer 
navajamo nihanje mehurčka že takoj po prenosu, ki mu je po treh minutah sledil zelo hiter 
pojav tetrov v notranjosti, potem pa je mehurček zopet močno zanihal in tak ostal do konca 
opazovanja. Proces od začetne do končne spremembe je v povprečju trajal približno 5 - 10 
minut. Za razliko od dogajanja na nižjih koncentracijah smo bili tu priča tudi fazam XI in XII, 
kar pomeni, da so mehurčki zavzeli nihajočo obliko, pri čemer je postajalo nihanje membrane 
s časom vedno bolj izrazito. Sledila je hitra sprememba v obliki, ohlapnost mehurčkov se je 
povečala in ti so popolnoma izgubili svojo prvotno obliko. Vendar pa je iz močnega nihanja le 
redko prišlo do pojava izgube kontrasta. To se je zgodilo le v treh primerih. Sam proces je 
potekal zelo hitro, ko pa so mehurčki enkrat izgubili kontrast, so takšni ostali do konca 







Slika 14: Tipični pojavi krogličastih tvorb v notranjosti mehurčka - posamezne kroglice v 




Za koncentracije 1,5 - 12,5 µM velja, da so bila končna stanja, ki so kazala na to, da se z 
mehurčkom niso dogajale nikakršne spremembe (tj. faza I), prisotna skoraj pri vsakem 
poskusu, kljub temu pa prevladujejo podatki o množičnih spremembah na membranah 
mehurčkov, opisani zgoraj. Pri koncentracijah 25 – 75 µM je bilo primerov nespremenjenih 







Slika 15: Tipični pojavi cevastih tvorb v notranjosti mehurčka - posamezni tetri (levo) in 




Slika 16: Graf prikazuje vrednosti povprečij končnih efektivnih faznih števil (F) za 





































    
Serije meritev pri posamezni koncentraciji 
BNZ-ergosterol 
 1,5 µM        3 µM         6 µM        12,5 µM      25 µM     50 µM        75 µM      150 µM      300 µM 
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4.2.2 Učinki BNZ-ja na mehurčke s holesterolom 
Kot nasprotje prej opisanemu pojavu množičnih in izrazitih sprememb na membranah 
mehurčkov z dodanim ergosterolom, smo za mehurčke z enakim deležem holesterola ob 
prisotnosti različih koncentracij BNZ opazili, da so spremembe na njihovih membranah 
enkrat manjše (Slika 19). V koncentracijskem območju 1,5 - 75 µM smo bili pri holesterolnih 
mehurčkih v vseh serijah poskusov priča skoraj povsem monotonemu obnašanju. Polovica jih 
po prenosu v merilni predelek ni kazala nobenih sprememb, kar pomeni, da so bile njihova 
velikost, oblika in napetost popolnoma konstantne. Druga polovica mehurčkov pa je po 
prenosu iz začetne faze I, po približno 15-ih minutah v notranjosti dobila značilne kroglaste 
tvorbe, tako manjše kot večje. Ponekod so bile kroglice zelo majhne, vidne kot temne pike, v 
nekaterih primerih pa kot večji prosojni mehurji. Vse te strukture so se držale notranje strani 
membrane, ponavadi s tankimi nitastimi izrastki, tako da smo lahko opazili rahlo premikanje 
notranje vsebine, medtem ko se je mehurček gibal v smeri konvekcijskih tokov. Ravno faza s 
kroglastimi izrastki v notranjosti (faza VI) je bila v slednjih poskusih prevladujoča, naslednjo 
stopnjo, tj. podaljševanje kroglic v daljše tetre valjaste oblike (faza VII) pa smo večinoma 
uspeli zaznati le pri koncentracijah 150 µM in 300 µM (Slika 17). Pojav tetrov pri najvišjih 
dveh koncentracijah se je največkrat pojavil 10 minut po prenosu, nekajkrat pa smo mehurčke 











Slika 17: Prehod mehurčka iz  začetne faze I (prva slika) preko faze V (druga slika) in VI 
(tretja in četrta slika)  v fazo VII (peta in zadnja slika). Posnetki so nastali 0, 2, 4, 5, 6 in 7 
minut po prenosu. 
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Nasprotno s pojavom membranskih struktur v notranjosti pa je prisotnost BNZ-ja na modelne 
mehurčke z dodanim holesterolom le redko izrazila spremembe na zunanji strani njihove 
membrane. Faze, ko se na zunanjosti pojavijo bodisi kroglice bodisi tetri smo uspeli videti le 
nekajkrat v koncentracijskem razponu 1,5 – 50 µM, medtem ko za koncentracije višje od 50 
µM te strukture niso bile vidne. Prav tako za razliko od poskusa na ergosterolnih mehurčkih 
BNZ v primeru s holesterolom pri nobeni koncentraciji ni povzročil močnih fluktuacij, 
izrazitejših sprememb njihove oblike ali pa bledenja (faze IX - XII). Nekajkrat se je zgodilo, 
da je pojav zelo dolgega zunanjega tetra spremljal obstoj mehurčka na mestu, kar je pomenilo, 









Slika 18: Na dno prilepljen mehurček z dolgim zunanjim tetrom.  
 
 
Slika 19: Graf prikazuje vrednosti povprečij končnih efektivnih faznih števil (F) za 






































Serije meritev pri posamezni koncentraciji 
BNZ-holesterol 
     1,5 µM        3 µM          6 µM       12,5 µM      25 µM        50 µM       75 µM       150 µM      300 µM 
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4.2.3 Učinki BZFS-ja na mehurčke z ergosterolom 
Učinek BZFS-ja na ergosterol vsebujoče mehurčke lahko opišemo kot monotono dogajanje z 
zelo neizrazitimi spremembami na membranah (Slika 21). V območju koncentracij 1,5 – 50 
µM je več kot polovica opazovanih mehurčkov po prenosu iz založne v merilni predelek 
obdržala svoj prvoten izgled, ki se ni nič spremenil tudi po 60 minutah opazovanja. Druga 
polovica mehurčkov je včasih rahlo nihala (faza V), prevladoval pa je pojav notranjih 
izrastkov, ki so se brez predhodnih sprememb na mehurčkih pojavili v 5 minutah po prenosu 
(Slika 20). Videli smo lahko majhne kroglice na notranji strani mehurčka, ki so bile strjeno 
razporejene le na enem delu kot majhni skupki, bolj pogosto pa so bile številne in 
enakomerno razporejene po vsej notranjosti. Njihovo nenehno gibanje je bilo v naslednji 
stopnji vidno kot ožanje v daljše izrastke, kar je nakazovalo na pojav naslednje stopnje – 
nastanka notranjih tetrov. Ti so se največkrat pojavili v roku 10 - 15 minut in so se do konca 
opazovanja le malo spreminjali. Za koncentracije, višje od 50 µM velja, da se spremembe na 
mehurčkih raztezajo v okolici vrednosti enakih kot prej, tj. od faze V pa do VII, razlika je le v 
manjšem deležu pojavnosti tistih mehurčkov, ki so bili ob koncu opazovanja popolnoma brez 
sprememb (faze I). Poleg tega je v obravnavanem višjem koncentracijskem območju do 
nastanka notranjih kroglic in tetrov prišlo nekoliko hitreje, večinoma že po 5ih minutah po 
prenosu mehurčkov v merilni predelek. Faz od II do IV, ki opišejo značilno tvorbo zunanjih 
izrastkov, njihovo podaljševanje in skrajševanje, na koncu opazovanja kot končno fazo nikoli 
nismo opazili. Primere zunanjih izrastkov, npr. kroglic, pritrjenih na zunanjo membrano, smo 
videli le nekajkrat kot vmesno stopnjo, ki je trajala le nekaj sekund in je bila težko zaznavna. 
V okviru sprememb, opisanih s posameznimi fazami, so v primeru BZFS-ergosterol te  segle 
največ do faze VII s pojavom tetrov v notranjosti mehurčkov. Vseh nadaljnih sprememb, ki bi 
lahko sledile, nismo uspeli opaziti niti pri najvišjih dveh koncentracijah. Tako kot nismo bili 
priča močnejšim fluktuacijam membrane, tudi v nobenem primeru ni prišlo do zmanjšanja 
intenzitete haloja mehurčka in njegovega bledenja.  
 
V omenjenih serijah meritev je bilo potrebno le-te velikokrat opraviti ponovno. Mehurčki so 
se namreč neprestano zagozdili v kristale, ki jih pri višjih koncentracijah tvori učinkovina 
BZFS. Te težave so se pojavljale pri koncentracijah, višjih od 25 µM, z višanjem koncentracij 
pa so se le še povečevale. Z zagozdenjem mehurčkov se je njihovo premikanje ustavilo in 
kakršnekoli spremembe na njihovi membrani niso bile več relevantne, zato teh mehurčkov pri 















Slika 20: Pojav notranjih izrastkov v mehurčkih – fazi VI (spodnji desni mehurček) in VII 





Slika 21: Graf prikazuje vrednosti povprečij končnih efektivnih faznih števil (F) za 







































Serije meritev pri posamezni koncentraciji 
BZFS-ergosterol 
     1,5 µM        3 µM          6 µM       12,5 µM      25 µM        50 µM        75 µM       150 µM     300 µM 
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4.2.4 Učinki BZFS-ja na mehurčke s holesterolom 
 
Za razliko od precej enoličnih sprememb na ergosterolnih membranah, ki jih lahko opišemo s 
pojavom le treh faz (V, VI in VII), so se v stiku z BZFS-jem membrane holesterolnih 
mehurčkov odzvale veliko bolj raznoliko (Slika 24). V celotnem koncentracijskem območju 
so bile vidne faze I - IX ter faza XI. Pri najnižji koncentraciji tj. 1,5 µM so bile spremembe na 
mehurčkih že vidne, in sicer največkrat kot prisotnost kroglic v njihovi notranjosti, ki je poleg 
faze I tudi najbolj značilen vzorec za vse nadaljne koncentracije. Pri koncentracijah, nižjih od 
12,5 µM so se kar nekajkrat takoj po prenosu le za nekaj sekund na zunanjem delu mehurčkov 
pojavili srednje dolgi tanki valjasti izrastki (faza III), ki so en za drugim v vrsti izstopali iz 
membrane, v naslednjem koraku pa so že izginili in mehurček je rahlo zanihal. Nihanje, ki se 
je v povprečju pojavilo po 15 minutah, je bilo dobro vidno in se je razvilo bodisi v nastanek 
notranjih kroglic in kasneje še notranjih tetrov bodisi dolgih tetrov na notranji strani 
membrane. Ponekod so popolnoma enaka končna stanja mehurčkov nastala po 15 – 20 
minutah brez predhodno vidnih faz III - IV. Velik del mehurčkov je po prenosu ostal 
nespremenjen, kar pomeni da dodatek BZFS-ja na njihovo strukturo ni vplival. Taki primeri 
so bili značilni tako za nižje kot tudi za višje koncentracije, pri zadnjih predvsem za 
koncentraciji 75 µM in 300 µM. V območju koncentracij 1,5 – 75 µM so prevladovali že v 
predhodnih primerih opisani pojavi (fazi VI in VII), katerih pojavnost se je z višanjem 
koncentracije povečevala in se pojavljala v krajših časih po prenosu. Le pri najvišjih dveh 
koncentracijah smo bili priča fazi VIII in kasnejši močni fluktuaciji mehurčkov z značilno 
podolgovato, bolj ohlapno obliko, pri čemer sta le dva v takem stanju ostala do konca 










Slika 22: Rahlo nihajoč mehurček, pri katerem se tetri skrajšujejo v večjo kroglico (Faza 




Proces nastanka faze X s pojavom večjih okroglih zunanjih izrastkov, ki je nastala iz 
predhodne faze IX smo lahko opazili le v enem primeru, pri koncentraciji 75 µM, vendar se je 
mehurček kmalu za tem prilepil na dno, zato smo ga morali iz opazovanja izključiti. Bledenje 
mehurčka z izrazito izgubo kontrasta je kot končna faza ostalo prav tako le v enem primeru in 
sicer pri najvišji koncentraciji, 300 µM (Slika 23). Ostali primeri izgube kontrastov s poki 
mehurčkov so se pojavili kar nekajkrat, vendar vsakič v bližini kristalov učinkovine BZFS. 
Ker je bil ta pojav vsakič viden v manj kot 30 minutah po prenosu, smo te mehurčke iz 
opazovanja izključili.  
 
 
Slika 23: Bledenje mehurčka (faza XI), vidno le pri najvišjih koncentracijah v redkih 
primerih. Posnetki so bili narejeni vsakih 5 minut po prenosu mehurčka. 
 
 
Slika 24: Vrednosti povprečij končnih efektivnih faznih števil (F) za posamezne serije pri 






































Serije meritev pri posamezni koncentraciji 
BZFS-holesterol 
     1,5 µM       3 µM          6 µM       12,5 µM       25 µM        50 µM       75 µM      150 µM      300 µM 
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4.2.5 Primerjava učinkov obeh tripanocidnih učinkovin na POPC mehurčkih z 
dodanima ergosterolom ali holesterolom 
Vse dobljene rezultate, tako kontrolnih meritev, kot tudi meritev na tripanocidnih 
učinkovinah, lahko strnemo na spodnjih dveh grafih (Slika 25 in Slika 26), kjer so učinki 
prikazani kot povprečne vrednosti končnih efektivnih faznih števil v odvisnosti od 
koncentracije učinkovine. Prvi graf predstavlja vrednosti za območje celotnih koncentracij, 
medtem ko smo se na drugem osredotočili le na terapevtske vrednosti, ki so s kliničnega 
stališča bolj zanimive (1,5 – 50 µM). Iz obeh grafov je jasno razvidno izstopanje učinkov 
BNZ-ja na ergosterolne mehurčke, ostali trije sklopi meritev pa so si po vrednostih zelo blizu, 
pri enakih koncentracijah se namreč vrednosti njihovih povprečnih končnih efektivnih faznih 




Slika 25: Povprečja končnih efektivnih faznih števil v odvisnosti od koncentracij BNZ v 
POPC mehurčkih z dodatkom ergosterola (◊) ali holesterola (□) in BZFS z dodatkom 
ergosterola (∆) ali holesterola (x). Vrednosti kontrolnih meritev v POPC mehurčkih z 





































Koncentracija učinkovine [µM] 





Slika 26: Povprečja končnih efektivnih faznih števil v odvisnosti od terapevtsko pomembnih 
koncentracij BNZ v POPC mehurčkih z dodatkom ergosterola (◊) ali holesterola (□) in BZFS 
z dodatkom ergosterola (∆) ali holesterola (x). Vrednosti kontrolnih meritev v POPC 
mehurčkih z dodatkom ergosterola (+) in holesterola (-) sta vrisani kot vodoravni prekinjeni 
črti za lažjo primerjavo.   
 
Te zaključke potrjujejo tudi p-vrednosti, ki smo jih izračunali s pomočjo t-testa (Priloga 6). 
Signifikantna različnost rezultatov zelo izstopa v primeru učinkovanja BNZ-ja na POPC-
mehurčke z dodatkom ergosterola (p<0,001), medtem ko signifikantne učinke BNZ-ja na 
POPC-mehurčke z dodatkom holesterola opazimo le pri koncentracijah, višjih od 100 µM 
(p<0,007). Pri merjenju učinka BZFS-ja na POPC-mehurčke z dodanim erosterolom ali 
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Glede na to, da učinki tripanocidnih učinkovin na fosfolipidne membrane do sedaj še niso bili 
raziskani, smo s postavljenim teoretičnim modelom in zgoraj opisano metodologijo na GUV 
dobili vpogled v njihovo razporejanje v dvosloj membrane. V razpravi se bomo v prvem delu 
osredotočili na ustreznost izbrane metode, v drugem delu pa bomo podrobneje ovrednotili 
dobljene rezultate meritev, ki jih bomo med seboj primerjali. Pri tem se bomo osredotočili 
tako na terapevtske koncentracije, pomembne s kliničnega stališča (1,5 – 50 µM), kot tudi na 
višje koncentracije (75 – 300 µM). Prav tako se bomo pri komentiranju poskušali opreti na 
nekatere do sedaj že opravljene raziskave, narejene na drugačnih učinkovinah, vendar z enako 
metodologijo.  
5.1 Ovrednotenje eksperimentalnih metod 
5.1.1 Elektroformacijska metoda in pripravljeni mehurčki 
Modificirana elektroformacijska metoda po Angelovi, ki smo jo izbrali za pripravo GUV, je 
bila v podobnih eksperimentih že večkrat uporabljena [8-10,31]. V splošnem je bila vedno 
opisana kot sorazmerno ustrezna metoda za pripravo lipidnih mehurčkov celičnih velikosti, 
vendar pa so zanjo, kot za podobne tovrstne metode, značilne tudi nekatere slabosti. Sami smo 
opazili, da pripravljeni mehurčki niso bili vedno enakomernih velikosti in oblik, nekatere smo 
lahko že takoj po nastanku opisali kot deformirane, z notranjimi ali zunanjimi izrastki in 
nekatere kot izredno nihajoče. To variabilnost lastnosti mehurčkov smo opazili tudi pri 
kontrolnih eksperimentih, ko smo vsakič po končanem poskusu pregledali založni predelek. 
Po eni uri, ko smo eksperiment zaključili, smo objektivu približali tisti del merilne celice, kjer 
se je nahajala gruča mehurčkov in si ogledali njihove lastnosti. Ti so večinoma ostali v 
enakem stanju kot so bili na začetku, določen delež pa jih je vseboval razne vključke, zunanje 
izrastke, nekateri so nihali ali pa zavzemali ohlapne, nesferične oblike. V štirih poskusih se je 
celo zgodilo, da po pregledu založne raztopine nismo našli skoraj nobenega mehurčka okrogle 
oblike, ki bi imel membrano brez vseh sprememb, nekaj jih je v teh primerih tudi močno 
nihalo in po hitrem postopku izgubilo kontrast. V takih situacijah smo bili primorani 
fosfolipidne mehurčke pripraviti znova. Te nepričakovane deformacije lahko opišemo z 
variabilnostjo stabilnosti pripravljenih mehurčkov. V kopici tistih z ustreznimi lastnostmi so 
se namreč vedno pojavili tudi tisti neustrezni. Te ugotovitve nam dajo vedeti, da metoda, ki 
smo jo uporabili za pripravo mehurčkov ni 100%, še zmeraj pa je dovolj zanesljiva, da 
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omogoča zadostno število ˝popolno pripravljenih mehurčkov˝, ki smo jih z izborom za prenos 
lahko še dodatno selekcionirali. Za zagotovitev čim manjše variabilnosti lastnosti mehurčkov 
smo poskuse opravljali vsakič pri konstantnih pogojih, prav tako pa smo upoštevali ocene, da 
so za uporabo najbolj primerni drugi, tretji in četrti dan po sami pripravi. Prvi dan se namreč 
dogaja veliko nekontroliranih pokov, medtem ko peti dan že privede do starosti same 
raztopine in tudi mehurčkov. Takrat je bilo zaznanih največ nepravilnosti na njihovih 
membranah, tudi v oblikah, predvsem pa se v tem času v raztopini pojavijo bakterije in 
nečistoče, ki imajo kasneje velik vpliv na sam izbor mehurčkov.  
5.1.2 Metoda prenosa mehurčkov 
Z enako metodo so že v preteklosti opazovali spremembe membran kot posledico delovanja 
različnih učinkovin nanje – poskusi z ekvinatoksinom II, transportanom,  melitinom in z 
nistatinom [8-10,31]. Pri tem  so vložili veliko truda v piljenje same tehnike prenosa 
mehurčkov, tako da je bilo izvedenih veliko število poskusov, preden je metoda dala 
zanesljive rezultate. V ta namen so se večkrat lotili različnih optimizacij in z njihovo pomočjo 
prišli do zanesljivejše metode, ki ima številne prednosti. Mednje bi lahko uvrstili možnost 
izbora posameznih mehurčkov, ki smo jih predhodno po določenih kriterijih ocenili kot 
ustrezne. Po samem prenosu omogoča metoda nenehno spremljanje dogajanja na mehurčkih 
takoj, ko ti stopijo v stik z določeno učinkovino, prav tako pa je pomembno, da v vsem tem 
procesu opazujemo mehurčke celičnih velikosti, ki nam na ta način omogočajo lažjo 
preslikavo dobljenih rezultatov na biološke membrane. Kot omenjeno pa se pri delu ne da 
izogniti tudi nekaterim slabostim metode prenosa mehurčkov. Kot največjo lahko izpostavimo 
časovno zahtevnost, saj vzame tako priprava na poskus kot samo opazovanje poskusa kar 
nekaj časa, poleg tega pa metoda omogoča opazovanje le do 10 mehurčkov naenkrat. Glede 
na izkušnje je najbolj optimalno število mehurčkov 5-6, če jih je prisotnih več, se pri 
opazovanju težje osredotočimo le na enega, prav tako jih lahko zaradi različne hitrosti gibanja 
v smeri konvekcijskih tokov prej izgubimo iz vidnega polja. Poleg tega je potrebna velika 
pazljivost pri nastavitvi pipete, ko jo prenesemo v merilno celico. Le, če je ta postavljena na 
sredini med robovoma celice, pridejo mehurčki v eni uri nemoteno do konca druge strani 
celice. V nasprotnem primeru pa se ti kar hitro zagozdijo bodisi v zgornji bodisi v spodnji rob 
merilne celice. Ta pojav je še izrazitejši ob večjih tokovih, v naših primerih so se mehurčki 
tako velikokrat zagozdili in obtičali na mestu že v prvi polovici opazovanja, zato smo jih 
morali iz opazovanja izključiti. Eden izmed motečih faktorjev je bilo tudi mehansko 
preoblikovanje mehurčka, ki je bilo vidno v času, ko je ta zapuščal ustje pipete. To se je po 
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navadi zgodilo, ko je v pipeto zašla kakšna nečistoča, v izogib nepravilnim rezultatom smo v 
omenjenem primeru poskus ponovili. Še zadnja nezanemarljiva slabost metode prenosa je 
sama zgradba merilnega predelka. Za zagotovitev prenosa mehurčkov mora biti ta na eni 
strani ves čas odprt, kar posledično vodi do počasnega izhlapevanja raztopine in minimalnega 
porasta koncentracij učinkovin.  
5.1.3 Mehurčki kot modelni sistemi 
Čeprav so se izkazali za občasno variabilne, pa predstavljajo fosfolipidni mehurčki vseeno 
precej enostaven in hkrati zelo uporaben model bioloških membran. V naših eksperimentih 
smo uporabili mehurčke s POPC, ki smo jim z namenom približanja relevantnejši strukturi 
celične membrane dodali 30 % delež sterolov (v prvem primeru ergosterol in v drugem 
primeru holesterol). Za še večje približanje enostavnega modela pravim celičnim mebranam 
bi lahko prihodnje poskuse izvedli na mehurčkih z dodatkom nekaterih drugih fosfolipidov in 
na ta način dobili bolj celovit pogled v samo membransko dogajanje ob stiku s tripanocidnimi 
učinkovinami.  
5.1.4 Analiza slike 
V času enournega opazovanja smo sproti ali pa kasneje na posnetkih oz. slikah podrobneje 
pregledali vsakršno spremembo, ki se je dogajala z mehurčki, jo poskušali okarakterizirati in 
jo glede na specifične kriterije uvrstiti v določeno fazo od I do XII. Pri pregledu rezultatov 
smo prišli do spoznanja, da smo bili v določenih primerih priča prav vsem fazam, ki so si 
vedno sledile po predpostavljenem vrstnem redu. Kakršnekoli spremembe, ki jih s specifično 
fazo ne bi mogli opisati, se niso pojavile. Čeprav po enournem opazovanju težav pri 
določanju končnih faz nismo imeli, pa so se te pojavile pri določanju vmesnih faz. Predvsem 
smo imeli težave pri zaznavanju, kadar so se spremembe dogajale hitro. Poleg tega so bili 
težavni dolgi in tanki tetri, ki so postali vidnejši šele s spreminjanjem kontrasta, včasih pa smo 
tudi ugotovili, da opažene notranje strukture v mehurčkih pravzaprav ne predstavljajo tetrov, 
pač pa le nečistoče, ki so se v tistem določenem trenutku ˝sprehodile˝ preko mehurčka. Zelo 
težko je bilo v nekaterih primerih tudi definirati nihanje mehurčka, predvsem kadar je bilo to 
zelo rahlo z majnimi nihaji. Prav zaradi vseh naštetih nevarnosti napačne interpretacije 
opaženih sprememb na membranah, smo si poskuse neodvisno ogledali trije opazovalci. Naši 
rezultati se med seboj niso bistveno razlikovali, zato lahko trdimo, da so ustrezni. Ustreznost 
metode analize slik smo preverili tudi z izračunom SD opaženih faz in na ta način prišli do 
podatka o ponovljivosti naših meritev. Ugotovili smo, da SD pri vseh serijah meritev znaša 
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povprečno okoli 2,5, razen pri preverjanju učinkov BNZ-ja na ergosterol, kjer so izračuni 
pokazali še manjšo vrednost SD. Na podlagi tega lahko zaključimo, da je ponovljivost 
primerna. K večji zanesljivosti rezultatov smo vsekakor pripomogli tudi z izbiro načina 
izvajanja meritev, ki je podrobneje opisan v poglavju Metode. Za natančnejšo določitev 
signifikantnosti razlik med rezultati smo uporabili t-test (Studentova t-test metoda). Za 
statistično signifikantne razlike smo privzeli, da je izračunana vrednost parametra p med 
posameznimi meritvami manjša od 0,01.  
5.2 Ovrednotenje rezultatov 
5.2.1 Pregled rezultatov v kontrolnih poskusih 
V merilnem predelku celice so se mehurčki po prenosu v glukozno raztopino brez 
tripanocidnih učinkovin obnašali večinoma pričakovano. To pomeni, da so bili po eni uri 
opazovanja v več kot 70 % primerov pravilne sferične oblike, brez kakršnihkoli sprememb na 
membrani. Pri ostalih 30 % mehurčkov pa je bilo po določenem času (po navadi 15 - 20 
minutah po prenosu) možno zaznati rahlo nihanje, s kasneje po 5 minutah ponekod vidnimi 
kroglicami v notranjosti ali pa zgolj nastanek kroglic, brez predhodnega nihanja. Ta pojav 
lahko razlagamo z izhajanjem lipidnih molekul iz zunanjega monosloja membrane v okolno 
raztopino. Lipidi morajo biti namreč očitno poleg razporejanja med obema monoslojema tudi 
v ravnovesju z okolno raztopino in zato uhajajo iz zunanje plasti membrane v zunanjo 
raztopino. S tem povzročijo zmanjšanje površine zunanjega monosloja, medtem ko ostane 
površina notranjega monosloja nespremenjena. ΔA0 v tem primeru postane negativen in 
pojavijo se izrastki v notranjosti mehurčka. Druga možna razlaga se nanaša na stabilnost 
samih mehurčkov. Že prej smo namreč ugotovili, da s postopkom njihove priprave vedno 
dobimo določen delež tistih, ki po določenem času kažejo variabilnosti v strukturi.  
5.2.2 Pregled vplivov BNZ-ja na različne sterole 
Pri pregledu zbranih rezultatov (Slika 25 in Slika 26), najprej opazimo izrazito odstopanje 
enega sklopa meritev, ki se znatno razlikuje od ostalih treh. Gre za BNZ, ki je svoje učinke na 
ergosterolne mehurčke izrazil že pri najnižji koncentraciji, tj. pri 1,5 µM. Z višanjem 
koncentracij so se ti učinki le še stopnjevali, zvezno so prehajali najprej od pojava zunanjih, 
do pojava notranjih izrastkov, pa v redkih primerih do izrazitega nihanja in končne izgube 
kontrasta. Prehod sprememb iz nižje faze v višjo je bil še posebej izrazit pri nižjih 
koncentracijah, zato lahko trdimo, da so se le-te v tem območju dogajale počasneje kot pri 
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višjih. Počasnejšim pojavom membranskih sprememb pri nizkih koncentracijah pričajo tudi 
naša opažanja, ki smo si jih beležili tekom opazovanja mehurčkov v času snemanja. Pojav 
zunanjih in kasneje notranjih izrastkov v mehurčkih se je pri koncentracijah do 50 µM dogajal 
počasneje (pojav smo opazili po približno 15 minutah), medtem ko so se enake spremembe 
pri koncentracijah 75 µM in več pojavile že v 5 - 10 minutah, mnogokrat z neopaznimi 
vmesnimi fazami. To nakazuje na dejstvo, da se poleg povečevanja sprememb na membranah 
ergosterolnih mehurčkov z višanjem koncentracije BNZ-ja, ti dogodki dogajajo tudi vedno 
hitreje. Glede na to, da smo vse v teoriji opisane faze mehurčkov na ergosterolnih membranah 
(I - XII) opazili pri koncentracijah v razponu 1,5 – 300 µM, lahko sklepamo, da se je naš 
postavljen teoretični model v tem območju izkazal za ustrezno napovedanega. Potrdimo 
lahko, da se sprememba v površini med notranjim in zunanjim monoslojem lipidnega 
mehurčka izrazito spremeni že pri koncentraciji 1,5 µM, kar nakazuje na množično 
razporejanje molekul BNZ-ja v zunanji monosloj že pri zelo nizkih koncentracijah. V skladu s 
teoretičnim modelom pri terapevtskih koncentracijah razporejanje iz zunanjega v notranji 
monosloj poteka počasneje, zato so nam bili pri poskusih prehodi med zunanjimi in 
notranjimi izrastki bolje vidni. Ko pa se koncentracija BNZ-ja viša, se hitreje povečuje razlika 
med slojema (ΔA0), molekule učinkovine se začnejo vedno hitreje in vedno bolj množično 
vgrajevati v zunanji in kasneje tudi v notranji monosloj, kar se kaže kot pojav notranjih 
kroglic in tetrov. Ti sta bili tudi najpogosteje opaženi strukturi v notranjosti lipidnih 
mehurčkov pri koncentracijah, višjih od 25 µM.  
 
Ne povsem v skladu s postavljenim teoretičnim modelom so se spremembe dogajale pri isti 
učinkovini, ko smo jo postavili v okolje s holesterolnimi mehurčki. Tu so izrastki na 
membranah v območju 1,5 – 50 µM večinoma v vseh primerih nastali po približno 15 
minutah, prav tako smo kot končne faze vedno opazili zgolj nihanje mehurčkov, nastanek 
različnih kroglic ali pa daljših tetrov na njihovi notranji strani membrane. Trdimo lahko, da se 
BNZ v prisotnosti holesterola sicer vgrajuje v membrano, ta proces z naraščanjem 
koncentracij tudi nekoliko narašča, vendar precej manj izrazito kot pri ergosterolu. Poleg tega 
pa se ne moremo izogniti dejstvu, da več kot polovici faz, ki so bile postavljene v teoriji tu 
nismo bili priča. Predpostavimo lahko, da se samo vgrajevanje učinkovin v membrane zgodi 
tako zelo hitro, da vmesne faze ne morejo priti do izraza in nam zato niso vidne. To velja 
predvsem za višje koncentracije, kjer se je pojav notranjih izrastkov zgodil že kar kmalu po 
prenosu. Po drugi strani pa so se enaki pojavi dogajali tudi pri zelo nizkih koncentracijah in so 
bili opazni šele po nekaj več kot 20 minutah po prenosu. Razlago za ta pojav lahko iščemo v 
54 
 
podobni razlagi kot pri kontrolnih eksperimentih v raztopini glukoze. Lahko bi šlo za 
izhajanje lipidnih molekul iz zunanjega monosloja v okolico, kar pomeni zmanjšanje površine 
zunanjega monosloja membrane pri hkratni konstantni površini notranjega monosloja. ΔA0 
dobi tako negativno vrednost, kar pomeni pojav izratkov le v notranjosti mehurčka. Glede na 
različen potek spreminjanja oblik se zdi, da se v primeru prisotnosti holesterola v lipidni 
membrani mehurčkov BNZ obnaša povsem drugače kot pri tistih z dodatkom ergosterola. 
Razlog za to lahko iščemo tudi v sami sestavi sterola in njegovem učinku na membrano. In 
sicer bi lahko sklepali, da molekule ergosterola s svojo strukturo olajšajo vrinjanje 
tripanocidne učinkovine BNZ-ja med fosfolipidni dvosloj, na podlagi svoje razporeditve pa 
povečajo njeno afiniteto za vgradnjo v membrano. Tak pristop je bil predstavljen tudi pri 
razlagi delovanja molekul polienov na membrane z ergosterolom, ki so pri nizkih 
koncentracijah povzročale nastanek podobnih membranskih izrastkov kot v našem primeru 
[72,73]. Holesterol na drugi strani potrjeno vpliva na stabilizacijo in rigidnost fosfolipidnih 
membran [13,14]. Predpostavimo lahko, da njegova prisotnost poveča odpornost lipidnega 
dvosloja na raztezanje, s čimer pride do povečanja njegove kritične napetosti in manjše 
možnosti vgrajevanja molekul BNZ-ja [73]. Da bi lahko razvozlali dejanski mehanizem 
vpliva BNZ-ja na membrane s holesterolom, bi morali kot dodaten poskus izvesti enake 
meritve na modelnih membranah mehurčkov, ki bi vsebovali le POPC. Tako bi se prepričali o 
razlikah, ki jih tripanocidna učinkovina povzroča v enem in drugem primeru.  
 
Čeprav smo za vgrajevanje BNZ-ja v ergosterolne mehurčke naš teoretični model v izbranem 
koncentracijskem območju že potrdili, pa smo se osredotočili tudi na morebitno porotvorno 
delovanje učinkovine. Pri tem smo bili pozorni predvsem na nastajanje membranskih por in 
pokov mehurčkov ter se pri tem oprli na raziskave z nistatinom, izvedene na ergosterolnih in 
holesterolnih mehurčkih celičnih velikosti [8,10,31]. V njih lahko najdemo podroben opis 
opazovanja nastalih membranskih por, ki so jih opisali na več različnih načinov: a) kot 
eksplozije, kjer se membrana mehurčka odpre, intenziteta njegovega haloja se v trenutku 
zmanjša in nato v hipu izgine (Slika 27-zgoraj), b) kot počasni poki, kjer se membrana odpre, 
mehurček v okolico izpusti del svoje vsebine, njegova velikost pa se posledično zmanjša c) 
kot počasno bledenje mehurčka, pri čemer se vsebina njegove notranjosti počasneje izprazni, 
njegova velikost pa se pri tem ohranja (Slika 27-spodaj) in d) kot ohlapnost mehurčkov, ki so 
postopoma začeli dobivati podolgovato obliko in kasneje na počasnejši ali pa hiter način 
zbledeli [8,9]. Kljub našemu pričakovanju, da bi lahko BNZ podobno kot nistatin izkazoval 
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porotvorne učinke na membrane, pa tako v primeru ergosterola kot tudi holesterola nobenega 
od zgoraj naštetih pojavov nismo opazili.  
Iz tega sledi, da se v primeru BNZ-ja tripanocidne molekule v začetni fazi, podobno kot 
nistatin, prislonijo na zunanjo stran zunanjega monosloja, se vanj vgradijo, nato pa ne sledi 
orientacija v vertikalno smer, pač pa se začne učinkovina v horizontalni legi vgrajevati še v 
notranji monosloj. Ker v našem primeru ne gre za preureditev v lego pravokotno na površino 
membrane in združevanje molekul v agregate, ne pride do nastanka transmembranske pore, 











Slika 27: Za nastanek membranskih por, povzročenih z nistatinom, je bil karakteristična 
eksplozija (zgornje zaporedje slik) in počasno bledenje mehurčka (spodnje zaporedje slik) [8]. 
5.2.3 Pregled vplivov BZFS-ja na različne sterole 
V primerjavi z BNZ-jem lahko trdimo, da je vpliv BZFS-ja na mehurčke z dodanim 
ergosterolom v smislu končnih efektivnih faznih sprememb enkrat manj izrazit (Slika 25 in 
Slika 26). Pojavnost sprememb na membranah z naraščanjem koncentracije sicer narašča, 
vendar je stanje podobno kot pri rezultatih BNZ-ja in holesterola. To pomeni, da sta bili pri 
vseh koncentracijah v ospredju le fazi VI in VII, ko so mehurčki v svoji notranjosti vsebovali 
izrazite oblike kroglic ali pa tetrov, ponekod pa se je pojavila tudi faza V z nihanjem. Samega 
prehoda od začetnih izrastkov na zunanji strani pa do poteka razvoja v naslednje stopnje na 
podlagi napovedi teoretičnega modela nismo videli. Vsaka od naštetih faz se je od prvega 
stika posameznega mehurčka z raztopino učinkovine pojavila že po povprečno 5ih minutah in 
obveljala za končno stanje, saj se spremembe do preteka ene ure niso več dogajale. Iz tega bi 
lahko sklepali, da se vgrajevanje BZFS-ja v ergosterolne membrane dogaja izredno hitro, zato 
samih sprememb na membranah kot posledico spreminjanja površin obeh monoslojev nismo 
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zmožni videti. ΔA0 dobi tako po hitrem postopku negativno vrednost, kar opazimo le kot 
okrogle ali pa cevaste izrastke na notranji strani membrane mehurčka. Ta sprememba v 
površini se od te točke dalje potem ne spreminja več. Nasprotno pa so v več kot polovici 
primerov mehurčki po prenosu ohranili svojo sferičnost in enakost izgleda eno celo uro, kar bi 
lahko pomenilo, da ima BZFS določeno mero afinitete do ergosterola, ki pa ni tako zelo 
izrazita in se zato ne izrazi pri vseh mehurčkih. Sam potek nastanka membranskih sprememb 
je precej konstanten, prav tako se z višanjem koncentracij dosti ne povečuje v primerjavi z 
učinkom BNZ-ja na enak tip mehurčkov. Zato smo mnenja, da se BZFS v primeru ergosterola 
v membrano mehurčka sicer vgrajuje po postavljenem teoretičnem modelu, vendar obstaja 
možnost, da poleg tega ubere tudi kakšno drugačno pot. Podobno velikostno stopnjo 
sprememb lahko za cel razpon koncentracij potrdimo za paralelne poskuse tj. učinka BZFS-ja 
na mehurčke z dodatkom holesterola. Minimalno večanje efektivnih faznih sprememb z 
višanjem koncentracij je moč razbrati na skupnih grafih (Slika 25 in Slika 26), kjer se 
vrednosti vseh meritev BZFS-ja zelo prekrivajo.  
 
Kljub navedenemu pa samo na podlagi podatkov, ki jih zgoraj omenjena grafa prikazujeta, ne 
moremo sklepati o mehanizmu vgrajevanja BZFS-ja v membrani z različnima steroloma, pač 
pa lahko to opredelimo na podlagi rezultatov opisanih kot končne faze, ki jih je BZFS s 
svojim delovanjem na mehurčkih povzročil. Slednji so za primer BZFS-holesterol prepričljivi 
v korist postavljenega teoretičnega modela, medtem ko za primer BZFS-ergosterol te 
predpostavke ne moremo povsem potrditi. BZFS namreč v stiku s holesterolnimi mehurčki pri 
koncentracijah 1,5-50 µM zavzame oblike vseh faz I-VII, prehodi med njimi pa se podobno 
kot v primeru delovanja BNZ-ja na ergosterol dogajajo počasneje pri nižjih in hitreje pri višjih 
koncentracijah. V povprečju lahko trdimo, da se vgrajevanje te učinkovine v zunanji in 
notranji monosoloj do 50 µM dogaja počasi v intervalu 15-20 minut, medtem ko pri 
koncentracijah višjih od 75 µM samo razporejanje molekul učinkovine med obema 
monoslojema poteka hitreje (spremembe opažene v 5-10ih minutah). Zanimivo je dejstvo, da 
kljub štirikatno povečani koncentraciji BZFS-ja tj. pri 150 in 300 µM na obeh vrstah 
membran ni bilo opaznih izrazitejših naraščajočih sprememb, ko bi mehurčki prešli v obdobje 
močnega fluktuiranja, bi postali deformiranih oblik ali pa bi zbledeli. To pomeni, da bi bilo za 
popolno potrditev teoretičnega modela potrebno meritve izvesti na še višjih koncentracijah, 
kjer bi bile vidne tudi faze X-XII. V skladu z zelo majhnim in počasnim povečevanjem 
sprememb na mehurčkih z naraščajočo koncentracijo tako v primeru BZFS-ja na ergosterolne 
kot tudi holesterolne mehurčke nismo zaznali njihovega bledenja ali pa kakršnihkoli 
57 
 
nastankov por s pokci. Zato lahko trdimo, da se omenjena učinkovina tudi tu ne obnaša 
porotvorno. Navkljub ovrženi teoriji nastanka por, pa smo bili v treh primerih (BNZ-
ergosterol in BZFS-holesterol) priča pojavu ohlapnih mehurčkov. Ker pa ti tudi po eni uri niso 
več bistveno spreminjali svoje oblike in tudi niso zbledeli, ne moremo trditi o eni izmed teorij 
nastanka por pač pa bi lahko šlo le za nenadno povečanje površine ob nespremenjenem 
volumnu.  
 
Nenazadnje moramo razložiti tudi dogajanje nepričakovanih pojavov. S tem so mišljene 
neizražene spremembe na mehurčkih, to pomeni, da smo bili tudi pri visokih koncentracijah 
priča primerom, ko so mehurčki v času ene ure od stika s tripanocidno učinkovino ostali 
popolnoma nespremenjeni. Ta pojav predstavlja polovico vseh meritev za primer BNZ-
holesterol in obe seriji meritev z BZFS-jem. Ta pojav bi lahko razložili z medsebojnim 
izničevanjem vplivov vgrajevanja molekul tripanocidnih učinkovin v zunanjo plast membrane 
ob hkratnem izhajanju lipidnih molekul iz nje. Medtem ko prvo dogajanje povečuje površino 
zunanjega monosloja membrane, jo drugo zmanjšuje. V primeru da sta obseg in čas 
vgrajevanja tripanocidnih učinkovin in izhajanja lipidov primerljiva, se površina zunanje 
plasti membrane ne spreminja, kar ohranja nespremenjeno obliko mehurčka. Ko pa se prične 
vgrajevanje molekul tripanocidnih učinkovin v notranji monosloj, se pojava seštejeta, kar 
privede do povečanja površine notranjega monosloja in s tem do pojava faz, ki predstavljajo 
















Na podlagi rezultatov našega eksperimentalnega dela smo prišli do naslednjih zaključkov: 
 
• Posamezne serije meritev na različnih mehurčkih se med seboj zadovoljivo ujemajo, 
zato lahko zaključimo, da smo za opazovanje sprememb na mehurčkih izbrali 
zanesljivo metodo, ki nam je omogočila spoznavanje povsem novih dejstev o 
delovanju tripanocidnih učinkovin na fosfolipidni dvosloj, hkrati pa smo s tem potrdili 
našo prvo hipotezo. 
• Pri pregledu konkretnih rezultatov smo prišli do spoznanja, da se v vseh primerih, tj. 
pri BNZ-ergosterol, BNZ-holesterol, BZFS-ergosterol in BZFS-holesterol, učinki na 
membrane z višanjem koncentracije povečujejo. To pomeni, da lahko, ne glede na 
točno poznavanje samega mehanizma vpliva molekul učinkovin na membrano, 
predvidimo, da imajo te pri višjih koncentracijah večji vpliv na njihovo razporejanje v 
fosfolipidni dvosloj, s čimer pri vsakem povečanju koncentracije bolj povečajo 
spremembo v površini med obema monoslojema mehurčka. Hkrati se poleg 
povečevanja sprememb s porastom koncentracije omenjene spremembe dogajajo tudi 
hitreje, kar posledično vodi v nejasnost posameznih vmesnih faz. S tem lahko 
potrdimo našo drugo hipotezo, ki smo jo postavili na začetku raziskovanja.  
• Ker za potrditev pravilnosti postavljenega teoretičnega modela ne zadostuje zgolj 
potrditev naraščanja sprememb z naraščanjem koncentracij, je bilo potrebno preveriti 
tudi posamezne faze vgrajevanja učinkovin v membrano. Na podlagi vidnih končnih 
faz na posameznih mehurčkih po njihovem enournem opazovanju lahko za obe spojini 
trdimo, da se njuno vgrajevanje v obe vrsti membran najprej dogaja v zunanjem 
monosloju, kasneje pa preide še na notranjega. Te ugotovitve potrjujejo napovedi 
postavljenega teoretičnega modela in našo tretjo hipotezo, ki pravi, da vgrajevanje 
tripanocidnih učinkovin v membrane poteka v skladu s predlaganim teoretičnim 
modelom.  
• Niti BNZ niti BZFS na ergosterolnih in holesterolnih membranah ne tvorita 
membranskih por. Njunega porotvornega delovanja s tvorbo transmembranskih 
kanalčkov namreč tako pri terapevtskih kot tudi pri višjih koncentracijah nismo 
opazili, zato lahko našo četrto hipotezo ovržemo.  
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• Če pogledamo rezultate za vsako učinkovino posebaj lahko trdimo, da se BNZ pri istih 
koncentracijah bolj množično vgrajuje v membrane z ergosterolom, kot v tiste s 
holesterolom, BZFS pa se s podobno tendenco vgrajuje tako v membrane z 
ergosterolom kot v tiste s holesterolom.  
• Za konec primerjajmo še učinkovini med seboj. Za BNZ se je izkazalo, da pri enakih 
koncentracijah izraža dvakrat večji učinek na ergosterolno membrano kot BZFS, kar s 
kliničnega stališča pomeni, da bi bila za enak terapevtski učinek potrebna dvakrat 
manjša koncentracija BNZ. Na holesterolne membrane pa ravno nasprotno nobena od 
učinkovin ni izkazala večjega učinka, zato lahko zaključimo, da holesterol pri 
prehajanju tripanocidnih učinkovin v membrane ne igra pomembne vloge. Glede na 
jasno vidne razlike v delovanju obeh učinkovin na membrane z različnima steroloma, 
je bila potrjena tudi naša zadnja, peta hipoteza.  
 
Da bi še z večjo gotovostjo potrdili naša dognanja, bi lahko izvedli dodatne poskuse na 
mehurčkih iz POPC in tako dobili zagotovilo, da se omenjene spremembe na mehurčkih 
nanašajo zgolj na prisotnost uporabljenih sterolov v membrani. Za primerjavo dobljenih 
rezultatov z dejansko celično membrano bi lahko v prihodnje mehurčkom dodali še kakšne 
druge fosfolipide ali pa raziskave izvedli na pravih celičnih kulturah. Kljub enostavnosti 
uporabljenih membranskih modelov pa lahko trdimo, da smo z dobljenimi rezultati odprli nov 
pogled na poznavanje delovanja tripanocidnih učinkovin, ki bo lahko podlaga za marsikatero 
nadaljno raziskavo na tem področju. S kliničnega vidika je pomembno odkritje, da BNZ 
izkazuje večjo učinkovitost na membrane z ergosterolom. To bi namreč lahko pomenilo, da je 
njegovo delovanje izraziteje na razvojne stopnje TPC, ki v svoji strukturi vsebujejo molekule 
ergosterola, kar bi lahko nakazovalo na selektivno delovanje učinkovine.  
 
Zaključimo lahko, da smo kljub enostavnosti membranskih modelov prišli do vpogleda v 
razporejanje tripanocidnih učinkovin v membrane in do ugotovitve, da imajo pri tem velik 
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Priloga 2: TPM oblika Trypanosome cruzi v krvnem razmazu pod svetlobnim mikroskopom 
















Priloga 3: Življenjski cikel Trypanosome cruzi [34]. 
1: Stenica, okužena s TPC, ob krvnem obroku preko fecesa izloči metaciklične TPM. 
2: TPM na mestu ugriza (ranice, mukozne membrane) krožijo v krvi in vstopajo v različne  
    celice gostitelja.  
3: Znotraj celic se preobrazijo v AMA, ki se množijo v celicah in poškodovanih tkivih.  
4: Intracelični AMA se spremenijo v TPM, izstopijo iz celic in se razširijo po krvnem obtoku. 
5: Stenice se med krvnim obrokom okužijo s TPM, prisotnimi v krvi sesalskega gostitelja.  
6: TPM se naselijo v prebavni trakt stenice in preobrazijo v EPM. 
7: EPM se v prebavilih stenice razmnožujejo s postopkom binarne cepitve. 






Priloga 4: Primerjava fizikalno-kemijskih lastnosti tripanocidnih učinkovin BNZ in BZFS 
[36,76,77]. 
 BNZ BZFS 
Agregatno stanje / izgled  trdno (prašek) trdno (kristali) 
Barva bela rumena 
Molekulska formula C12H12N4O3 C8H7N5O3 
Molekulska masa [g/mol] 260,3 198,1 
Temperatura tališča [°C] 188,5-190 / 
Log-P 1,64 0,35 
LD50 [mg/kg] (peroralna 
aplikacija pri miših) 
> 2000 > 2000 
Varnostna opozorila za 
terapevtske odmerke 
Nevarnost inhalacijske, 
kožne in očesne iritacije. 
Učinkovina izkazuje 
hepatotoksičnost, periferno 
nefropatijo in angioedem. 





kožne in očesne iritacije. 
Učinkovina izkazuje toksične 
učinke na pljuča in živčni 




Priloga 5: Rezultati vseh vidnih faz (tako končnih kot tudi vmesnih) na vseh mehurčkih, 
prikazani kot končna efektivna fazna števila. Prvi dve preglednici prikazujeta vse faze na vseh 
mehurčkih pri kontrolnih meritvah, ostale štiri pa vse faze na vseh mehurčkih pri meritvah z 
učinkovinama (BNZ-ergosterol, BNZ-holesterol, BZFS-ergosterol in BZFS-holesterol).  
Vsa efektivna fazna števila (F) na mehurčkih POPC-ergosterol - kontrola 
1 / 1 / 1 / 1 / 1 / 1 / 
1 / 1 / 1 / 1;5 / 1;5;6 
1 / 1 / 1 / 1 / 1 / 1 / 1 / 1;6 
1 / 1 / 1 / 1 / 1;5 / 1;5;6 
 
Vsa efektivna fazna števila (F) na mehurčkih POPC-holesterol - kontrola 
1 / 1 / 1 / 1 / 1;5 / 1;5 / 1;6 
1 / 1 / 1 / 1 / 1 / 1 
1 / 1 / 1 / 1 / 1 / 1;5 / 1;5 / 1;5;6 






c [µM] Vsa efektivna fazna števila (F) na mehurčkih POPC-ergosterol v raztopini BNZ 
različnih koncentracij 
1,5 
1 / 1 / 1;6 / 1;6;7 / 1;7 
1 / 1 / 1 / 1;3 / 1;3 / 1;5;6 / 1;3;6 / 1;5-7 / 1;6;7 
1 / 1 / 1 / 1 / 1 / 1;3 / 1;3;5 / 1;5 / 1;5;6 
1 / 1;2 / 1;3 / 1;3;4 / 1;5 / 1;5;6 / 1;6 / 1;7 / 1;7 / 1;3;6-9 
3 
1 / 1 / 1-4 / 1;3;4 / 1;6  
1;6 / 1;6 / 1;6 / 1;3;5;6 / 1;6 / 1;6  
1 / 1 / 1;3 / 1-3;5;6 / 1;3;5;6 / 1;5;7 / 1;3;6;7 / 1;7 / 1;7  
1 / 1 / 1;3 / 1;3 / 1;6 / 5;6 / 1-3;5-7 / 1;7 
6 
1 / 1 / 1;5 / 1;5 / 1;6 / 1;6 / 1;5;6 / 1;6 / 1;7 / 1;7 
1 / 1;6 / 1;7 / 1;3;6;7 / 3-7 
1 / 1;3 / 1;6 / 1;6;7 / 1;6;7 / 1;8 
1 / 1;3 / 1;3 / 1;5 / 1;4;6 / 1;5;6 / 1;6 / 1;6 
12,5 
1 / 2;3 / 1;6 / 6;6 / 6;7 / 2-7 
1 / 1;6 / 1;7 / 2;7 / 6;7  
1 / 1 / 3;6 / 3;6 / 1;6 / 1;7 / 1;7 / 1;7 
1 / 1;4;5 / 1;6 / 1;2;5;6 / 5;7 / 1;7  
25 
1;7 / 1;2;7 / 1;7 / 3;7 / 3;7 
1 / 1 / 1;6 / 1;6 / 6;6 / 6;7 / 6;7 / 6;7  
1;6 / 1;6 / 1;6 / 2;6 / 3;7 / 3;7 / 3;7 / 6;7 
1 / 1;3/ 1;5 / 1;5 / 1;5;6 / 1;7 / 1;5-7 / 1;8 / 6;8 / 5;9 
50 
2;4 / 3;5 / 2;6 / 2;6 / 6;6 / 3;7 / 3;7 
1;6 / 3;6 / 1;7 / 7;7 / 6;7 / 6;7   
1; 6 / 1;6 / 1;6 / 2;5-7 / 1;7 / 2;6;7 / 1;4-8 
1 / 1 / 1;6 / 2;6 / 1;7 / 1;6-9 
75 
6;6 / 6;6 / 3;7 / 6;7 / 1;6;9 / 6;7;9  
1;6 / 1;7 / 6;7 / 1;5-7 / 1;7 / 7;8 / 1;5-7;9 / 6;7;9 / 6;9 / 7;9 
1;5 / 5;5 / 1;6 / 1;6 / 1;5;6 / 6;7 / 7;8 / 1;7;9 / 6;7;9 / 5;9  
1;5;6 / 1;6 / 1;6 / 1;7 / 1;10 
150 
1;4 / 1;5 / 5;5 / 1;5;6 / 5;6 / 7;8 / 1;7-9 / 5-7;10 / 7;10 
1 / 1;7 / 6;7 / 6;8 / 6;7;9 / 6-9 / 7;10 
1;5 / 5;5 / 1;5 / 3-6 / 1;6 / 1;8 
1;5 / 4;5 / 1;5;6 / 1;6 / 1;6 / 6;7 / 6;7;9 / 6;10 / 1;5;7;11 
300 
1;6 / 1;6 / 5;6 / 6;7 / 6;7;9;10 / 5;11 
1;4;5 / 1;7 / 7;8 / 1;6-8 / 1;6-9 
1 / 1;5 / 1;5 / 6;6 / 5;6 / 1;7 / 1;5-7;10 / 1;6;7;10 







c [µM] Vsa efektivna fazna števila (F) na mehurčkih POPC-holesterol v raztopini BNZ 
različnih koncentracij 
1,5 
1 / 1 / 1 / 1 / 1;6 / 1;6  
1 / 1 / 1 / 1 / 1;6 / 1;5;6 / 1;6 / 1;6  
1 / 1 / 1 / 1;3;4 / 1;4;5 / 1;5 
1 / 1 / 1 / 1;5 / 1;5 / 1;5  
3 
1 / 1 / 1 / 1;6 / 1;3;7 
1 / 1 / 1 / 1 / 1;5 / 1;5;6 / 1;6  
1 / 1 / 1 / 1 / 1;5 / 1;5 / 1;6 /1;6  
1 / 1 / 1 / 1 / 1 / 1 / 1;6 / 1;5;6 / 6;7 
6 
1 / 1 / 1 / 1 / 1;6 / 1;6  
1 / 1 / 1/ 1;6 / 1;6 / 1;6  
1 / 1 / 1 / 1 / 1;5 / 1;7  
1 / 1 / 1;5 / 1;4;5 / 1;5;6 
12,5 
1 / 1 / 1 / 1 / 1;6 / 1;6  
1 / 1 / 1 / 1 / 1;6 / 1;6 / 1;7 / 1;6;7 
1 / 1 / 1 / 1 / 1;6 
1 / 1 / 1 / 5;5 / 1;6  
25 
1 / 1 / 1 / 1 / 1;5 / 1;5 / 5;6 
1 / 1 / 1 / 1;4 / 1;5 
1 / 1 / 1 / 1;5 / 5;6 / 1;6  
1 / 1 / 1 / 1 / 1 / 1;5 / 1;5 / 1;6 / 1;5;6 
50 
1 / 1 / 1 / 1;6 / 1;6 / 1;6 
1 / 1 / 1 / 1 / 1 / 1 / 1;5;6 / 1;6 / 1;6 / 5;6 / 
1 / 1 / 1 / 1;6 / 6;6 / 1;5;6 
1 / 1 / 1;2 / 1;5 / 1;6 
75 
1 / 1 / 1 / 1;6 / 1;6  
1 / 1 / 1;5 / 1;5 / 1;6 / 1;6 / 1;6  
1 / 1 / 1 / 1 / 1;6 / 1;6 / 1;6 
1 / 1 / 1;4 / 1;5 / 5;6 / 1;7 
150 
1 / 1 / 1 / 1;5 / 1;6 / 1;6 / 1;7 / 1;7 
1 / 1 / 1;6 / 5;6 / 1;6 / 1;6 / 1;8 
1 / 1 / 1 / 1;6 / 6;7 / 1;7 / 1;7 
1 / 1 / 1 / 1;6 / 1;6  
300 
1 / 1 / 1 / 1;6 / 1;6 / 1;6  
1 / 1;5 / 1;5 / 1;6 / 1;7 / 5;7 / 1;7 
1 / 1;6 / 1;6 / 1;6 / 1;7 








c [µM] Vsa efektivna fazna števila (F) na mehurčkih POPC-ergosterol v raztopini BZFS 
različnih koncentracij 
1,5 
1 / 1 / 1 / 1 / 1 / 1;7 
1 / 1 / 1 / 1 / 1 / 1;6 / 1;6 
1 / 1 / 1 / 1 / 1 / 1;4;5 / 1;5 / 1;6 
1 / 1 / 1 / 1;5 / 1;6 
3 
1 / 1 / 1 / 1 / 1;6 / 1;6 
1 / 1 / 1 / 1 / 1;7 
1 / 1 / 1 / 1 / 1 / 1;6 
1 / 1 / 1 / 1 / 1;3;5;6 / 1;6 
6 
1 / 1 / 1 / 1 / 1 / 1 / 1 / 1 / 1 / 1;6 
1 / 1 / 1 / 1 / 1 / 1;5;6 / 1;7 / 6;9 
1 / 1 / 1 / 1 / 1;6 / 1;6 
1 / 1 / 1 / 1;5 / 1;6 / 1;6 
12,5 
1 / 1 / 1 / 1 / 1 / 1;6 / 1;5;6 
1 / 1 /1 / 1;6 / 1;7 
1 / 1 / 1 / 1 / 1 / 1;6 / 1;6 / 5;6 
1 / 1 / 1;6 / 1;7 / 1;7 / 5;7 / 1;7 / 6;7 
25 
1 / 1 / 1 / 1 / 1;6 / 1;7 / 6;7 
1 / 1 / 1 / 1;6 / 1;6 / 1;7 
1 / 1 / 1 / 1;6 / 1;6 / 1;6  
1 / 1 / 1 / 1 / 1;6 / 1;6  
50 
1 / 1 / 1 / 1 / 1;3;4 / 1;4 
1 / 1 / 1 / 1 / 6-8 / 6;9 
1 / 1 / 1 / 1 / 1;5 / 1;6 / 1;6 / 5;7 
1 / 1 / 1 / 1 / 1;5 / 1;2;5 / 1;5 
75 
1 / 1 / 1 / 1 / 1 / 1;6 / 1;6 / 1;6;7 
1 / 1;6 / 1;6 / 1;6 / 1;6  
1 / 1 / 1 / 1;6 / 1;5;6 / 1;6 / 6;6 
1 / 1 / 1;6 / 1;6 / 3;6 / 1;6  
150 
1 / 1 / 1;5 / 5;5 / 1;5 / 1;6 / 1;6  
1 / 1 / 1 / 1;5 / 1;5 / 1;5 / 1;5 
1 / 1 / 1 / 1;5 / 1;5 / 1;5;6 / 1;7 
1 / 1 / 1;5 / 1;6 / 6;7  
300 
1 / 1 / 1 / 1;5 / 6;7 / 1;6-8 
1 / 1 / 1;5 / 1;5 / 1;5 / 1;6 / 1;6 
1 / 1;5 / 1;5 / 1;6 / 6;7 / 1;7 








c [µM] Vsa efektivna fazna števila (F) na mehurčkih POPC-holesterol v raztopini BZFS 
različnih koncentracij 
1,5 
1 / 1 / 1 / 1 / 1 / 1 / 1;6 / 1;6 / 1-3;5;6 
1 / 1 / 1 / 1 / 1 / 1 / 1;3 / 3;3 / 1;5;6 / 1;6 
1 / 1 / 1 / 1 / 1;5 / 1;3;5 / 1;3;5 / 1;5 
1 / 1 / 1 / 1;5 / 1;5 / 1;6 
3 
1 / 1 / 1 / 3;5 / 1;5;6 / 1;3;5;6 
1 / 1 / 1 / 1;3 / 1-3 / 3;5:6 / 1;6  
1 / 1 / 1 / 1 / 1;5 / 1;5 / 1;6 / 3;5;6 
1 / 1 / 1 / 1 / 1;6 / 1;6 / 3;6  
6 
1 / 1 / 1 / 1 / 1;6 / 1;7 
1 / 1 / 1;2 / 1;3 / 1;3 / 1;5;6 / 1;6 / 1;6  
1 / 1 / 1 / 1 / 1 / 1;5 /1;5  
1 / 1;2 / 3;3 / 1;3 / 1;6 
12,5 
1 / 1;3 / 1;3 / 1-3 / 1;5;6 / 1;6 / 1;6  
1 / 1 / 1 / 1;5 / 1;6 / 1;6 
1 / 1 / 1 / 1 / 1;6 
1 / 1 / 1 / 1 / 1;3 / 3;5;6 / 1;6 / 1;6  
25 
1 / 1 / 1 / 1;6 / 1;6 / 1;6;7 
1 / 1 / 1 / 1 / 1;6 / 1;6 / 3;6;7 
1 / 1 / 1 / 1;5 / 1;6 / 1;6  
1 / 1 / 1 / 1 / 1;3;6 / 1;3;6 / 1;6;7 
50 
1 / 1 / 3;5 / 3;5 / 1;6;7 
1 / 1 / 1 / 1;6 / 1;5;6 / 1;6;7 
1 / 1 / 1 / 1;6 / 5;6 / 1;3;6 
1 / 1 / 1 / 1 / 1;5 / 1;6 / 1;6  
75 
1 / 1 / 1;6 / 1;6;7 / 1;6;7 
1 / 1 / 1 / 1 / 1;6 / 1;6 / 1;6;7 
1 / 1 / 1 / 1 / 1;3 / 1;6 / 1;6;7 / 3;6 
1 / 1 / 1 / 1;2 / 1;6 / 1;5;6 / 1;6;7 
150 
1 / 1 / 1;5 / 1;5 / 1;5;6 / 1;6 / 1;6  
1 / 1;5 / 1;3;5 / 1;6 / 1;6;9 / 1;7;8;11 
1 / 1 / 1 / 1;2 / 1;6 / 5;7 / 1;7  
1 / 1 / 1;5 / 1;6 / 1;6 / 5;6 / 1;7 / 1;7  
300 
1 / 1 / 1;4 / 1;5 / 1;5 / 7;9 
1 / 1 / 1 / 1;6 / 1;7;9 / 1;6-9;11 
1 / 1 / 1;5 / 1;6 / 6;7 








Priloga 6: Izračunane p-vrednosti, ki podajajo signifikantno razliko med učinki različnih 
koncentracij tripanocidnih učinkovin na fosfolipidnih POPC-mehurčkih z dodatkom 
ergosterola ali holesterola. Končna efektivna fazna števila teh meritev smo primerjali s 
končnimi efektivnimi faznimi števili pri istih sestavah mehurčkov brez prisotnosti učinkovin.  




ergPOPC-ergBNZ 1,5 µM 0,001 
ergPOPC-ergBNZ 3 µM 6E-06 
ergPOPC-ergBNZ 6 µM 2E-06 
ergPOPC-ergBNZ 12,5 µM 1E-06 
ergPOPC-ergBNZ 25 µM 1.36E-010 
ergPOPC-ergBNZ 50 µM 1.28E-010 
ergPOPC-ergBNZ 75 µM 7.12E-017 
ergPOPC-ergBNZ 100 µM 3.54E-012 
ergPOPC-ergBNZ 300 µM 1.94E-011 
  
cholPOPC-cholBNZ 1,5 µM 0,2 
cholPOPC-cholBNZ 3 µM 0,3 
cholPOPC-cholBNZ 6 µM 0,3 
cholPOPC-cholBNZ 12,5 µM 0,4 
cholPOPC-cholBNZ 25 µM 0,3 
cholPOPC-cholBNZ 50 µM 0,2 
cholPOPC-cholBNZ 75 µM 0,04 
cholPOPC-cholBNZ 100 µM 0,007  
cholPOPC-cholBNZ 300 µM 0,003 
  
ergPOPC-ergBZFS 1,5 µM 0,4 
ergPOPC-ergBZFS 3 µM 0,5 
ergPOPC-ergBZFS 6 µM 0,3 
ergPOPC-ergBZFS 12,5 µM 0,02 
ergPOPC-ergBZFS 25 µM 0,04 
ergPOPC-ergBZFS 50 µM 0,1 
ergPOPC-ergBZFS 75 µM 0,003 
ergPOPC-ergBZFS 100 µM 0,003 
ergPOPC-ergBZFS 300 µM 3.63E-004 
  
cholPOPC-cholBZFS 1,5 µM 0,4 
cholPOPC-cholBZFS 3 µM 0,2 
cholPOPC-cholBZFS 6 µM 0,3 
cholPOPC-cholBZFS 12,5 µM 0,2 
cholPOPC-cholBZFS 25 µM 0,1 
cholPOPC-cholBZFS 50 µM 0,09 
cholPOPC-cholBZFS 75 µM 0,08 
cholPOPC-cholBZFS 100 µM 8.46E-004 
cholPOPC-cholBZFS 300 µM 0,02 
 
Legenda: cholPOPC – POPC mehurčki z dodatkom holesterola 
   ergPOPC – POPC mehurčki z dodatkom ergosterola 
   1,5 µM, 3 µM, ... 300 µM – koncentracije izbranih substanc 
